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Uber die Wirkung der Oxydoredukase auf Glycerinaldehyd, 
Dioxyaceton und Methylglyoxal. ’) 
Von 
A. Lebedew. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der I. Moskauer Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1920. ”) 


Im Jahre 1912°) habe ich das folgende Schema der alko- 
holischen Zuckergirung gegeben. 

CH,OHCHOHCOH—H,0 = CH,C(OH)COH, 
CH,C(OH)COH + H,O=CH,C(OH)CH(OH),, 
CH,C(OH)CH(OH),—H, =CH,C(OH)CO,H , 
CH,COCOOH =CH,COH + CO,, 

CH,COH + H,=CH,CH,OH. 

Spiter, nachdem ich gezeigt habe, daf Glycerinsiure im 
Gegensatz zum Methylglyoxal leicht vergirbar ist‘), habe ich 
das Schema abgeiindert und zwar: 

1. CH,OHCHOHCOH + H,0 =CH,OHCHOHCH(OH),, 
2. CH,OHCHOHCH(OH),—H, =CH,OHCHOHCOOH, 
3. CH,OHCHOHCOOH—H,0 =CH,COCOOH 


" - - Fe 


usw. wie oben. 


1) Die Hauptergebnisse dieser Arbeit habe ich am 7. September 
vorigen Jahres in der Sitzung der organischen Sektion des Mendeleew- 


schen Kongresses zu Moskau mitgeteilt. 
2) Die Mitteilung iiber die Versuche mit Dioxyaceton (S. 12) ist 


der Redaktion am 31. Juni, die Mitteilung iiber Phosphatpuffer (S. 14) 
am 27. August 1926 zugegangen. 
3) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3256 (1912); Bull. Soc. chim. de France 
(4) Bd. 11—12, S. 1040 (1912). 
*) Chem. Ber, Bd. 47, S. 667 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX. 
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Im Jahre 19241) habe ich auf Grund meiner Arbeit mit 
Polonsky?’) iiber die Garung der Glycerin- und Brenztrauben- 
siure in saurer neutraler und alkalischer Lésung angenommen, 
daB Glycerinaldehyd in neutraler und besonders stark in 
alkalischer Loésung hauptsachlich nach Cannizzaro dispro. 
portioniert wird: 

CH,OHCHOHCOH + H,=CH,OHCHOHCH,OH, 
CH,OHCHOHCOH + O=CH,OHCHOHCOOH. 

Ks ist in beiden Schemas vorausgesetzt, daB Glycerin- 
aldehyd bzw. Methylglyoxal sich der Wirkung der Oxydo- 
redukase aussetzen, es war also von Wichtigkeit, experimentel] 
festzustellen, ob die letztere wirklich auf sie in vitro wirkt. Zu 
diesem Zweck habe ich die von Zbarski und Michlin®) aus 
Buttermilch isolierte Oxydoredukase (Schardinger Enzym) in 
Pulverform und in Lésung angewandt. Die mir von den 
Autoren) iiberreichten Priparate des Enzyms, fiir deren Uber- 
lassung ich an dieser Stelle bestens danke, waren sehr aktiy, 
obwohl nicht immer von gleicher Aktivitit. 

Ich habe schon im Jahre 19145) gezeigt, daB Glycerin- 
aldehyd sich nach der Wielandschen Methode mit Palladium- 
schwarz bei An- und Abwesenheit des Methylenblaus in 
Glycerinsiure tiberfiihren laBt. 


') Diese Zs. Bd. 132, S. 288 (1924). 

2) OK, Bd. 49, Heft 1—2, S. 93 und Heft 5—6, 8.344 (1917). Diese 
Arbeit, wie es auf ihr vermerkt ist, wurde noch am 10. VI. 1916 ab- 
geschlossen. Vgl. auch Kostytscheff, Diese Zs. Bd. 89, S, 367 (1914); 
Neuburg und Hirsh, Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919). 

5) Biochem. Zs. Bd. 155, S. 485 (1925). 

*) Das Schardingersche Enzym wurde von Dixon u. Thurlow 
[Biochemical. Jl. Bd. 18, 8. 971 (1924)] noch frither isoliert [vgl. auch 
Morgan, Stewart u. Hopkins, Proe. Roy. Soe, Bd.94, 8. 109 (1922)), 
jedoch ist ihre Methode umstiindlicher, da man nach Zbarski und 
Michlin anstatt Milch die Buttermilch verwendet, die fast die ganze 
Menge der Oxydoredukase enthilt, aus der sie mit Aceton ausgefillt 
werden kann. Die so gewonnenen Priiparate sind sehr aktiv und kénnen 
zum Teil in Lisung iibergefiihrt werden. Sie euthielten weder Oxydase, 
noch Peroxydase. 

*) Jl. de Microbiologie, Bd. 2, 8. 329 (1915). Russisch. Petrograd, 
Diese Zs. Bd. 132, 8. 290 (1924). 
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Versuche mit Glycerinaldehyd. 


In einigen Versuchen wurde zum Vergleich Glycerin- und 
Acetaldehyd verwendet. Der Gehalt an Acetaldehyd wurde 
annihernd mit Hilfe seines p-Nitrophenylhydrazons bestimmt. 
Als Multiplikationskoeffizient wurde 0,246 angenommen. Die 
Lisung des Acetaldehyds enthielt in 1 ccm 65 mg, die Lésung 
des Glycerinaldehyds enthielt in 0,3 ccm 20mg. Alle Ver- 
suche wurden in Anwesenheit von T'oluol ausgefiihrt, das auch 
gegen die Sauerstoffeinwirkung einigermafen schiitzte. Die 


_ Reagenzgliser wurden immer mit Gummistopfen verschlossen. 


Versuch 1. 4 Reagenzgliser (Durchmesser weniger als 
lem). Nr.1 und 2 enthielten je 0,3ccm Glycerinaldehyd- 


: lésung, Nr.3 und 4 je 0,3ccm Acetaldehydlésung. Es wurde 
yu allen Reagenzglisern je 0,6ccm destilliertes Wasser, je 


Q,lccm Enzymlésung und je 1Tropfen n/100-Methylenblau- 
lisung zugesetzt. 

Versuch 2. Die Anordnung war dhnlich dem ersten 
Versuch, aber die Reagenzgliser enthielten die halbe Menge 
der Aldehydlésung. 


Nr. Aldehydlésung Tropfenzahl Zeit Temp. 
lu. 2 20mg Glycerinald. 2 Entfiirbung 30 Min. 60° 
lu.2 10mg 1 1 $s 30, 60° 
3u.4 19,5mg Acetaldehyd 2 i 30 60° 
3u. 4 9,75 mg 1 blau 30° « 60° 


Versuch 3. Es wurden 10 Reagenzgliser verwendet. Zu 
Nr.1 und 2 wurde je 0,15ccm, zu Nr.3 und 4 je 0,6 ccm 
Glycerinaldehydlésung zugesetzt, was 20 und 40mg Glycerin- 
aldehyd entsprach. Zu allen 4 Nummern wurde je 0,1 ccm 
Knzymlisung und bis 1 ccm Wasser zugefiigt. Die Nrn. 5 
und 8 wurden ebenso gefillt, aber es wurde statt Knzym- 
lésung Wasser zugefiigt. Nr. 9 und 10 enthielten je 0,1 ccm 
Knzymlésung + 0,9 com Wasser. Alle Reagenzgliser waren 
in ein Becherglas eingestellt, das mit bis 60° erwirmten Wasser 
gefiillt wurde und ein Thermometer enthielt. Das Becherglas 
stand auf einer dicken Asbestplatte, die von unten mit einem 


Bunsenbrenner erwirmt wurde. 
T* 
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Die Kontrollreagenzgliser blieben im Thermostaten bei 
60° fiir eine Nacht stehen, doch trat fast keine Anderung der 
Farbe ein. 

Versuch 4. Es wurden 2 Reagenzglinzer verwendet, die 
je 0,6ccm Glycerinaldehydlésung, 0,3 ccm Wasser und 0,1 ccm 
Enzymlésung enthielten, es wurde zu ibnen je 2 Tropfen 
n/100-Mb-Liésung zugesetzt, verschlossen und im Wasserbade 


bei 60° digeriert. Nach ?/, Stunde trat Entfirbung ein, daraut 


wurde je 0,lccm Enzymlésung und je 2 Tropfen Mb-Lésung 
zugesetzt. Nach '/, Stunde ist wieder eine Entfarbung ein- 
getreten. Im ganzen waren also 4 Tropfen Mb-Lésung in jedem 
Reagenzglas entfirbt. Dauer der EKinwirkung: 60 Minuten. 

Versuch 5. Ansatz: 0,15 cem Glycerinaldehydlisung. 
Temperatur 60°. 


Nr. Glycerin- Enrym- a Zeit Tropfen- 
aldehyd lésung zahl 
1 u. 2 10 mg 0.2cem 0,3cem 60 Min. 4 Entfiirbung 


Versuch 6. 2 Reagenzgliser, die je 0,15ccm Glycerin- 
aldehydlésung (10 mg), 0,835ccm Wasser und 2 Tropfen Mb- 
Liésung enthielten, wurden bis 80° erwarmt. Die Farbe ist 
unverindert geblieben. Man lieB sie sodann mit Toluolzusatz 
fiir eine Nacht im Thermostaten bei 55° stehen, wobei eben- 
falls keine Anderung eintrat. Am folgenden Morgen wurde je 
1 Tropfen Enzymlésung zugesetzt und im Thermostaten bei 
60° stehen gelassen. Nach 35 Min. trat Entfairbung ein. 

Um die Wirkung der Konzentration von Glycerin- 
aldehyd auf die Reduktion des Methylenblaus zu priifen, habe 
ich noch die folgenden Versuche angestellt. 
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Versuch 1. 8 Reagenzgliser. Es wurde zu Nr.1 und 2 


je 0,05cem Glycerinaldehydlésung+0,95 com Wasser, zu Nr. 3 


und 4 je 0,1 com (10 mg) Glycerinaldehydlésung + 0,9 ccm 
Wasser, zu Nr. 5 und 6 je 0,2 com Glycerinaldehydlésung 
20mg) -+0,8cem Wasser zugesetzt. Nr.7 und 8 enthielten 
kein Glycerinaldehyd. Zu allen Reagenzglisern fiigte man Je 
0,lcem Knzymlésung, je 1 Tropfen Methylenblaulésung (n/100) 
hinzu. Temperatur = 55°. Die Dauer des Versuchs betrug 
53 Min. Die Nrn. 7 und 8 sind blau geblieben. 


Nr. der Tropien- 
; " Inhalt 
Reagenzglaser zahl 
1 und 2 5mg Glycerinaldehyd 1 ccm 2 Entfirbung 
 erog 10 mg a  « 2 
>» 8 20 mg . a 4 
care 0 mg _ 1 blau 


Versuch 2, Ahnlich wie Versuch 1, die Konzentration 
aber war doppelt so groB. Die Dauer betrug 69 Min. 


Nr. Inhalt ‘Tropfenzahl 
1 und 2 5mg Glycerinaldehyd 0,5 cem 8 Entfirbung 
5, « 10 mg ‘a Gd » a) 9 
xX «a © 20 mg i OD a Le ‘a 


Versuch 3. Ahnlich wie 1 und 2. Zusatz von je 0,2 ccm 
Enzymlésung. Dauer der Einwirkung: 310 Min. 


Nr. Inhalt Tropfenzahl 
t und 2 0,05 cem Glycerinaldehydl. (5 mg) 
+ 0,1 eem H,O » « « « OSScem 6 
Sigal 0,1 ecm Glycerinaldehydl. (10 mg) 
+0,05cem HO... . 0,35 ,, il 
+ _ § 0,15 cem Glycerinaldehydl. (15 mg) 0,35 ,, 13 


Wie man sieht, hiangt die Intensitit des Reduktions- 
prozesses in erster Linie von der Konzentration des Glycerin- 
aldehyds und von der Enzymmenge ab. Die optimale Konzen- 
tration von Glycerinaldehyd ist sehr wahrscheinlich, etwa 2°/,. 

Versuch 4, A. Es wurden in einem Glischen 200mg 
Glycerinaldehyd, 100 mg Methylenblau, 1 g Enzympulver, 10 ccm 
Wasser und 1ccm Toluol eingefillt. Das Glischen wurde, 
mit einem Gummistopfen zugestopft, im Thermostaten bei 60° 
Stehen gelassen. Nach 4 Stunden ist vollstindige Entfarbung 
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eingetreten. Der Inhalt wurde abfiltriert, das Filtrat au.  g 
gekocht, abfiltriert, das Filtrat mit HgCl,-Lésung behande); | (I 
und wieder abfiltriert. Das Filtrat, das etwas griinlich war, 
wurde mit gepulverter Kohle, die vorerst mit schwacher Salz. 
siure, und bis zum Verschwinden der Chlorreaktion mit destil. li 
liertem Wasser ausgewaschen war, ausgekocht, mit H,S be. 
handelt, wieder ausgekocht und abfiltriert. Das Filtrat war 
schwach gelblich. 

B. Dasselbe, aber mit dem Unterschied, da8 man stat 
100 200mg Methylenblau nahm. Die Fliissigkeit nach dem 
4 stiindigen Stehenlassen im Thermostaten bei 60° blieb blau. 
Ich habe sie ausgekocht, abfiltriert, mit gepulverter Kohle be. 
handelt, abfiltriert und wieder mit der Kohle behandelt. Das 
Filtrat war farblos und stark sauer. 

C. Dasselbe, jedoch 150mg Methylenblau; die Entfarbung 
hat nach 4Stunden stattgefunden. Die Fiissigkeit, wie oben 
behandelt, gab ein farbloses und stark saures Filtrat. 

D. Dasselbe, jedoch mit 2g Enzym in Pulverform und 
380mg Methylenblau. Nach 4Stdn. blau geblieben. 

EK. Dasselbe, jedoch 2g Enzympulver und 300mg Me- 
thylenblau. Nach 4Stdn. farblos geworden. Das Filtrat nach 
dem Behandeln mit der Kohle war fast farblos und stark sauer. 


mi (FO = TMH 


Kontrollversuche: 





1. 200 mg Glycerinaldehyd 2. 2g Enzympulver 
10 cem Wasser 10 cem Wasser 
100 mg Methylenblau 100 mg Methylenblau 
1 ecem Toluol 1eem Toluol 
4 Stunden, 60° 4 Stunden, 60° 
bleibt blau bleibt blau 
Behandlung wie bei b Behandlung wie bei A 


Je 2 ccm der Filtrate A, B, C, EK, 1 und 2 (A und 1 
neutralisiert) nach Berg!) gepriift. Versuchsproben = gel) 
(Uranacetatfirbung). Kontrollen = farblos. Da nun die Ver- 
suchsfiltrate, wie oben gesagt, stark sauer waren, so war 
es klar, daB unter der Kinwirkung der Oxydoredukase aut 


1) Bull. Soe. chim. France (3) Bd. 11, S. 883. 





US. 
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Glycerinaldehyd in Anwesenheit des Wasserstoffacceptors 
(Methylenblau) eine Oxysiure, héchstwahrscheinlich Glycerin- 


 siure entsteht. 


Ks stand mir leider nur wenig Glycerinaldehyd und Knzym- 
lisung zur Verfiigung, so daB ich nicht die Glycerinsiure in 
Substanz isolieren konnte, um so mehr, als sie keine charakte- 


— yistischen Verbindungen gibt. Diese Versuche werde ich mit 


griBerem MaBstabe wieder aufnehmen, um den endgiiltigen 


- Beweis bringen zu kénnen. 


Versuch 5. 
400 mg Glycerinaldehyd (5 ccm) 
5 cem Wasser 
1 ecem Enzymlisung 
10 Tropfen 'Toluol 


1 Stunde, 60°. — 


Der Inhalt wurde sodann mit Pulverkohle ausgekocht, der 
Niederschlag abfiltriert und diese Operation noch einmal mit 
dem Filtrat wiederholt. Das Filtrat wurde auf Glycerin nach 
der empfindlichen Methode von Kohn gepriift?}, doch erfolglos. 
Man wird noch weitere Versuche anstellen, um zu entscheiden, 
ob Glycerinaldehyd durch Oxydoredukase disproportioniert 
werden kann. 


Uber den Mechanismus der Oxydoredukasewirkung. 


Uber die Wirkung der Oxydoredukase gibt es bekannt- 
lich zurzeit zwei Theorien, die die gréBte Verbreitung gefunden 
haben, nimlich erstens die von Traube’), Bach®) und Palla- 
din‘), nach welcher eine Spaltung des Wassers durch das 
Enzym stattfindet, wobei infolge der Wirkung der H und OH- 
Ionen, die Oxydations- und Reduktionsprozesse Hand in Hand 


1) Zs. f. anal. Chem. Bd. 30, S. 619. 

*) Chem. Ber. Bd. 15, 16 und 18 (1883) u. (1885). 

‘*) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 443 (1911); Hdb. d. Biochem., Erg.-Bd., 
Jena 1913. 

*) Diese Zs. Bd. 1, S. 81 (1908); Zs. f. Giirungsphys. Bd.1, S. 91 
(1912); Nachricht. d. Akad. d. Wissensch. S. 502 (1915), Petrograd. 
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gehen, und zweitens die von Wieland?), der behauptet, dag 
das Enzym die Wasserstoffatome der zuerst hydratisierten Su). 
stanz (z. B. eines Aldehydhydrates) aktiviert und sie sodany 
auf die anderen Molekiile derselben Substanz oder auf einen 
anderen geeigneten Acceptor iibertrigt. Abhnliche Ansichtey 
hat auch Miller’) geiuSert, jedoch mit dem Unterschied, dag 
der Wasserstoff nicht direkt aus dem Aldehydhydrat entnommen 
wird, sondern von seiner halboxydierten metastabilen Form 


, die nachher unter Wasserstoffabspaltung in RCOOH 


iibergeht, die primire Oxydation kann dabei durch das zweite 
Aldehydmolekiil besorgt werden. Was nun die eigentliche 
Cannizzarosche Reaktion anbetrifft, so ist wahrscheinlich, 
daB sie nach Tischtschenko*), oder noch wahrscheinlicher 
nach Meerwein und Schmidt‘) durch Anlagerung des Alde- 
hydhydrates stattfindet. Es ist gut méglich, daB sie durch ein 
besonderes Enzym katalysiert wird, wie es schon von mir und 
Polonski angenommen wurde.°) 

Zurzeit ist es nicht leicht zu sagen, welche von beiden 
Theorien richtiger ist, da sie sich beide auf experimentelle 
Tatsachen griinden. Die Wielandsche Theorie ist neuerlicl 
besonders stark von Warburg und seinen Schiilern, die nur das 
Kisen fiir Oxydationsprozesse verantwortlich sehen wollen, an- 
cegriffen worden.®) Die Méglichkeit der Oxydoreduktionsprozesse, 
bei denen zweitellos eine katalytische Wasserstoffaktivierung 
eintritt, wurde, freilich in Abwesenheit von Wasser, durch die 
hervorragenden Untersuchungen von Zelinski’) mit seinen 

1) Ber. d. chem. Ges. Bd. 45, 8. 484 (1912); Bd. 46, 8.3327 (1913). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 420, 8. 241 (1920). 

5) JK. Bd. 88; Chem. Zbl. Bd. IT, 8. 1280 (1906). 

') Liebigs Ann, Bd. 444, S. 221 (1925). 

5) 3k. Bd. 49, 8. 344 (1917); Lebedew, Diese Zs. Bd. 132, 8. 287 
(1924). 


°) Biochem. Zs. Bd, 142, 8. 68, 518 (1923); Bd 152, 8.479 (1924); 
Warburg u. Sakuma, Arch. f. ges. Physiol. Bd. 260, $8. 203 (1923); 
Tanaka, Biochem. Zs. Bd. 157, S. 1457 (1925). 

7) Chem. Ber. Bd. 44, 8. 2305 (1911); Bd. 56, S. 1249 (1925); Bd. 57, 
S. 669, 1066, 2055, 2058 (1924); Bd. 58, S. 864 (1925). 
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Mitarbeitern iiber .nicht umkehrbare Katalyse“ bewiesen. 
Meyerhof}), Abderhalden und Wertheimer?) Dixon und 
Thurlow‘), sowie Hopkins‘) haben ihrerseits gezeigt, daB die 
Wirkungen der Oxydoredukase und des Glutathions sich auch 
ohne Mitwirkung des Eisens ebensogut abspielen kénnen. 

Bei der Besprechung der Moéglichkeit der Wasserstoff- 
aktivierung in heterogener Lésung sind die beachtungswerten 
Ausfihrungen von Thomson) von Wichtigkeit. Es war von 
[Interesse, die Wirkung der Oxydoredukase auf Acetaldehyd in 
Anwesenheit von Na,SO,, FeSO, und FeCl, als Sauerstoff- 
acceptoren zu studieren. Wird das Wasser wirklich durch ein 
{nzym in Wasserstoff und Sauerstoff bzw. OH gespalten, wie 
es die erste Theorie verlangt, so sollte die Oxydultorm, bei 
cleichzeitiger Reduktion von Aldehyd zum Alkohol, in die 
Oxydform iibergehen. Zu diesem Zweck habe ich zahlreiche 
Versuche angestellt, die alle gleich verlaufen sind. Einige 
davon méchte ich hier anfihren. 

Versuch mit Natriumsulfit. Das neutrale schwefligsaure 
Natrium wurde fein gepulvert und im Exsiccator 5 Stunden 
getrocknet. Man hat davon 0,2171¢ angewendet und darin 
die Schwefelsiure bestimmt. Es wurde 7,7 mg BaSQ, er- 
halten. Man hat nachdem 8 Reagenzgliser auf folgende 
Weise gefiillt. Nr. 1 und 2 je 3 ccm Glycerinaldehydlésung 
200 mg) + 3ccm Na,SO,-Lésung (241,2 mg) + 5,5 ccm Wasser; 
Nr.3 und 4 je 1g Enzympulver + % ccm Glycerinaldehydlésung 
+ 5,5 ccm Wasser + 3 ccm Na,SO,-Lésung; Nr. 5 und 6 je 
1g Enzympulver + 3ccm Na,SO, - Lésung + 8,5 ccm Wasser. 
Zu allen Reagenzgliisern hat man je 20 Tropfen Toluol zu- 
sesetzt, sie wurden zugestopft, fiir eime Nacht bei 55° im 
Thermostaten stehen gelassen. Dann wurde zu allen Nummern 
je */, com HCl zugesetzt, sie wurden ausgekocht, der Inhalt 
in Mefzylinder eingegossen und bis 20 ccm mit Wasser ge- 


*) Pfliigers Arch. Bd. 170, 8. 878 (1918). 
*) Pfliigers Arch. Bd. 201, S. 626 (1923). 
3) Biochem. Jl. Bd. 19, S. 472 (1925). 

*) Ebenda S. 787. 

*) The elektron in chemistry. 1923. 
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fiillt. Nr.3—8 wurden nach dem Umschiitteln abfiltriert und 
von den Filtraten je 15 ccm zur H,SO,-Bestimmung entnommen, 
Alle diese Operationen wurden unter stiindigem Durchleitey 
von Kohlensiure ausgefiihrt, um vor der EKinwirkung des 
atmosphirischen Sauerstoffs zu schiitzen. 

Die H,SO,- Bestimmung gab nun die folgenden Zahlen 
(in Milligramm BaSQ,) fiir 20 ccm. 


Nr. Mittel 
lu. 2 8,9 und 9,2 9,0 (Na,SO, + Ald. + H,O) 
3u.4 107,55 ,, 107,1 107,3 (Ald. + Enzym + Na,SO, + H,O) 
5 u. 6 96,3 ,, 96,0 96.1 (Enzym + Wasser) 
7u.8 112,77 ,, 112,0 112,38 (Na,SO, + Enzym + H,0) 


Addiert man die Zahlen fiir die Reagenzgliser mit (Na,SO, 
+ Ald.+ Wasser) und (Enzym + Wasser), so ergibt sich: 
105,1 mg, in Wirklichkeit aber 112,3 mg ohne Glycerinaldehyd 
und 107,1 mg mit Glycerinaldehyd. Wenn man nun die schwiec- — 
rigen Versuchsbedingungen in Betracht zieht, so findet man, 
daB die Differenz nicht besonders groB ist und nicht iiber die 
Fehlergrenze hinausgeht, d. h. daB bei Anwesenheit von Aldehyd 
keine Oxycation von Na,SO, stattgefunden hat. 

Versuche mit Hisenorydulsulfat. Fiir diese Versuche wurde als 
Wasserstoffacceptor in einigen Versuchen Methylenblau, in anderen 
Acetaldehyd verwendet. Zwei von diesen Versuchen, die alle mit 
gleichem Ergebnis verlaufen sind, méchte ich hier wiedergeben. 

A. Versuche mit Methylenblau. 2 Reagenzgliser 
wurden mit je 0,2 ccm sehr aktiver Oxydoredukaselésung, 0,3 ccm 
Wasser, lccm 5°/,ige FeSO,-Lisung, 1 Tropfen n/1000-Mb, 
und 5 Tropfen Toluol gefillt. Verschlossen im Thermostaten 
bei 65° stehen gelassen. Die Fliissigkeit blieb immer in beiden 
Reagenzglisern blau. 

B. Versuche mit Acetaldehyd. In diesen Versuchen 
wurde das Eisenoxyd mit Hilfe von Zinnchloriir nach der 
Methode von Fresenius!) bestimmt. Die Zinnchloriirlésung, 
deren Titer 0,01845¢ Fe in 1ccm war, befand sich in einer 
Flasche, die mit dem geéffneten Gasleitungshahn in Verbindung 
stand. 1 ccm von Jodlésung war gleich 0,263 com SnCl,-Liésung. 


1) Zs. f. anal. Chem. Bd. 1, S. 26. 
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Versuch. 4 Reagenzgliser von gleichem Durchmesser 
(weniger als 1cm) wurden auf folgende Weise gefiillt: Nr. 3 
und 4 enthielten je 15 ccm 4°/,ige FeSO,-Lésung, 2 com Enzym- 
lésung, 4ccm 6,5°/,ige Aldehydlésung; Nr.1 und 2 enthielten 
statt Aldehydlésung Wasser. Die Reagenzgliser mit zu- 
gesetztem Toluol wurden zugestopft und fiir 1 Stunde in den 
Thermostaten bei 60° gestellt. Sie wurden unter Durchleiten 
von Kohlensiiure ausgekocht und der Inhalt abfiltriert. Zu den 
Filtraten wurden je 3 ccm HCl zugesetzt und das Hisen in Oxyd- 
form bestimmt. Nr. 1 und 2 verbrauchten bei der Titration 
je lcem SnCl,-Lisung und bei der Riicktitration je 1,4 ccm 
Jodlésung; das entspricht 11,7mg Fe in der Oxydform. Es 
wurde bei der Titration der Nr.3 und 4 je 1,5ccm SnCl,- 
Lésung, bei der Riicktitration 3,1 und 38ccm Jodlésung ver- 
braucht, entsprechend 12,6 und 13,1mg Fe in der Oxydform. 

Kontrollversuch. Es wurden 0,5ccm Enzymlésung ge- 
nommen, auf 5ccm mit Wasser aufgefiillt, ausgekocht und ab- 
filtriert. Das Filtrat verbrauchte nur 1 Tropfen der Jodlésung 
in Anwesenheit von Stiirke, nach Zusatz des zweiten 'lropfens 
wurde es stark blau. 

Obwohl in den Versuchsfiltraten etwas mehr Fe in der 
Oxydform gefunden wurde, ist doch die Vermehrung so un- 


_ bedeutend, daB von einer Oxydation des EKisenoxyduls auf Kosten 


des Wassers kaum die Rede sein kann, es ist dies vielmehr als 
Versuchsfehler anzusehen, da es sehr schwer ist, die Versuche 
mit so leicht oxydablen Substanzen tadellos durchzufihren. 

Wir sehen nun, daB auch die Versuche mit FeSO, nicht 
fir die Richtigkeit der Theorie der enzymatischen Wasser- 
spaltung sprechen. 

Die Versuche mit FeCl, sind ebenso negativ ausgefallen. 

Man hat in den Kontrollversuchen festgestellt, daB Na,SO,, 
FeSO, und FeCl, in derselben Konzentration, wie oben an- 


_ gegeben ist, die Reduktion des Methylenblau in Anwesenheit 


von Aldehyd durch Oxydoredukasewirkung merklich nicht stéren. 
Man wird also auf Grund dieser Versuche annehmen, daB 


_ die Dehydrierungstheorie mehr der Wirklichkeit entspricht, als 


die andere. Auch die anaerobe Oxydation von Hypoxanthin 
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und Xanthin in Anwesenheit eines Acceptors, die nach Morgan, 
Stewart und Hopkins!) und Zbarsky und Michlin?) durch 
Oxydoredukase ebenso besorgt wird, ist viel leichter nach der 
ersten Theorie zu erkliren, als nach der zweiten, da sie in 
der waBrigen Lésung, als basische Koérper, zur Hydratbildung 
befahigt sind; danach ist es sehr wahrscheinlich, daB die enzy- 
matische Oxydation der Purinbasen, die die Gruppe —NH. 
CH:N— enthalten, sich nach dem folgenden Schema vollzieht: 


—NH —NH —NH —NH 
CH + H,O0 = CHOH; CHOH—H, = CO. 
anal —NH —NH —NH 


Welche von den beiden Theorien richtiger ist, laBt sich 
vorlaufig, aus wohl verstindlichen Griinden, nicht mit aller 
Bestimmtheit sagen; es ist modglich, daB die anaeroben Oxy- 
dationsprozesse, in Abhingigkeit von verschiedenen Bedingungen, 
auf zweierlei Weise sich abspielen kénnen, Dehydrierung und 
Wasserspaltung, oder daB sie von zwei verschiedenen Arten 
der Oxydoredukasen katalysiert werden. Die von mir ange- 
fihrten Tatsachen sprechen allerdings fir die einfachere De- 
hydrierungstheorie. | 


Versuche mit Glycerinaldehyd und Dioxyaceton. 

Zu diesen Versuchen wurden Lésungen von Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton angewandt, die je 50 mg dieser Substanzen 
in 3cem Wasser enthielten. Zu jedem Versuch wurde je 
0,7ccm Trioselésung + 0,25ccm Phosphatpufferlésung *) + 0,1 com 
Enzymlésung bzw. 0,25 ccm + 0,1 com Wasser genommen. Alle 
Versuche wurden bei 60° unter Zusatz von 6 Tropfen Toluol aus- 
gefiihrt. Als H-Acceptor dienten n/1000- undn/100-Methylenblau- 
lésungen, die je nach der Entfirbung tropfenweisezugefiigt wurden. 

Versuch 1. [Mit Zusatz von Phosphatpuffer und 0,1 ccm 
Enzymlésung.| Versuchsdauer 3 Stdn. 20 Min. 


Tropfenzahl 
Glycerinaldehyd . . . . . 36n/100-Mb 
Dioxyaceton. ...... 2b , ™ 


*) A. oO. 
*) n/3 Na,HPO, nach Sérensen + n/3 KH,POQ,. 
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Versuch 2. Dieser Versuch ist dem vorigen ihnlich, nur 
wurden von vornherein zu der Glycerinaldehydlésung 13 und 
zu der Dioxyacetonliésung 7 Tropfen n/100-Mb-Lésung zu- 
gefiigt. Versuchsdauer 2 Stdn. 20 Min. 


Tropfenzahl 
Glycerinaldehyd . . . - . 31n/100-Mb 
BOOMVAEOUM. 2. 2 ss « « «+ we” wm 


Versuch 3. Zu diesem Versuch wurde eine Mischung 
(0,7 ccm) von gleichen Teilen Glycerinaldehyd- und Dioxyaceton- 
léisung genommen. Versuchsdauer 1 Std. 35 Min. (Mit Phos- 


phatpufferzusatz.) 
Tropfenzahl 


Triosenmischung . . . . . 25n/100-Mb 
Versuch 4. Versuchsdauer 2 Stdn. 20 Min. 
Tropfenzahl 
1. Glycerinald. ohne Pufier u, Enzymlésungszusatz  1n/1000-Mb 
2. ™ mit me ,, ohne Enzymzusatz 8 n/106-Mb 
3. Dioxyaceton ohne _., ,, Enzymlésungszusatz 1n/10000-Mb 
4, . mit oe , Ohne Enzymzusatz 7 n/100-Mb 


Die Proben 1 und 8 sind blau geblieben. 
Wenn wir jetzt die Versuche 2 und 4 zusammenstellen, 
so bekommen wir: 


Tropfenzahl 
Glycerinaldehyd mit Puffer + Enzym 31 
” “ » @Gupe , 8 
Dioxyaceton sd ~ + - 21 
- » Ohne ,, 7 


Versuch 5. Dauer des Versuchs 2 Stdn. 20 Min. 


Tropfen- 


zahl 
1. Glycerinald. ohne Putler + 0,35 cem Wasser 1 n/1000 
2. - mit » +0,1 cem ‘ 3 n/100 
ohne ,, + 0,25 ccm » +0,lcem| , n/100 
Enzymlésung {| ‘/ 
4, = mit re + 0,1 ecm 34 n/100 
Enzymlésung 
5. ohne ,, +0,25eem ,, + 0,1 cem 
gekocht. Enzymlésung is ec 
6. is mit » + 0,1 cem gekocht. Enzym- 8 n/100 
lésung : 
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Tropfenz. 
7. Dioxyaceton ohne Puffer + 0,35 cem Wasser 1 n/1000 
8. - mit 5 + 0,1 eem 7 7 n/100 
9 “ ohne ,, + 0,25 cem - + 0,1 eem 5 n/100 
Enzymlésung 
10. o mit a + 0,1 cem 
Enzymlésung 250/300 
11. ‘ ohne ,, + 0,25 cem ‘ + 0,1 ¢em ' 
gekocht. Enzymlésung si laiaiaed 
12. a mit ii + 0,1 cem © 
gekocht. Enzymlésung 70/100 


Die Proben 1, 5, 7 und 11 sind blau geblieben. 


Aus diesen Versuchen sieht man erstens, daB Triose in 
Anwesenheit von Phosphatpuffer durch Methylenblau debydriert 
werden kann und da’ Oxydoredukase diesen ProzeB stark be- 
schleunigt, zweitens, daB Glycerinaldehyd durch Oxydoredukase 
fast doppelt so stark dehydriert wird als Dioxyaceton. Die De- 
hydrierung des Dioxyacetons kénnte man auf diese Weise er- 
kliren, daB es sich zum Teil in wiBriger und besonders in 
neutraler Phosphatlésung in Glycerinaldehyd umlagert, so dab 
in solchen Lésungen ein Gleichgewicht zwischen Dioxyaceton 
und Glycerinaldehyd besteht, welches sich infolge der Oxydation 
des letzteren weiter verschiebt. Es wird versucht diese plau- 
sible Voraussetzung experimentell zu priifen und auBerdem 
Glycerinaldehyd mit Dioxyacton in Anwesenheit von Phos- 
phaten und der Oxydoredukase miteinander desmutieren zu 
lassen. 


Wenn die beiden Triosen wirklich eine Zwischenstufe der 
alkoholischen Giirung sind, so erscheint, in Zusammenhang 
mit der oben beschriebenen Oxydoredukasewirkung, die wich- 
tige Rolle der Phosphate bei der Girung in einer neuen und 
vollig unerwarteten Beleuchtung. 


Um die Wirkung von Phosphatpuffer an und fiir sich 


festzustellen, habe ich noch den folgenden Kontrollversuch aus- 
gefiihrt. 


Ks wurden je 50 mg Glycerinaldenyd und Dioxyaceton ge- 
nommen und in je 3ccm Wasser geldst. 8 Reagenzgliser 
wurden auf folgende Weise gefillt: 
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Nr. Tropfenzahl 
1 0,75 eem Glycerinald, + 0,25 eem H,O. . . . 1n/1000 blau 
2 0,75 ecm - + 0,25 cem Pufferlésung . 8n/100 Entfirb. 
8 0,75 cem " + 0,15 eem H,O + 0,1 com 
Enzymlésung . . . 7n/100 Entfirb. 
4 0,75 cem ne + 0,15 cem Puf. + 0,1 cem 
Enzymlésung . . . . . 84n/100 ‘ 
5 0,75 ecm Dioxyaceton + 0,25eem HO. . . . 1n/1000 blau 
6 0,75 eem a + 0,15 cem Pufferlédsung .  6n/1000 Entfirb. 
7 0,75 eem xs + 0,15 eem H,O + 0,1 cem 
Enzymlésung . . 5 n/1000 sé 
8 0,75 eem ‘ + 0,15 cem Puf. + 0,1 cem 
Beattie ~ « » « « Sn/9000 ” 


Temperatur = 60°. Dauer des Versuchs 2 Stdn. 20 Min. 

Man sieht also, daB die Triosen labile Wasserstotfatome 
enthalten, die in Anwesenheit von Phosphaten schon bei einer 
sehr schwach alkalischen Reaktion (p,, = 7,2) aktiviert werden, 
infolgedessen kénnen sie mit erhdhter Loiclitiateatt durch Mb 
aufgenommen werden, was héchstwahrscheinlich mit der An- 
derung des Reduktionspotentials verbunden ist. Das Enzym also 
beschleunigt nur den ProzeB, der schon, bei gewissen Bedin- 
sungen, von selbst zu gehen imstande ist. Die weiteren Ver- 
suche, wobei auch das Reduktionspotential gemessen wird, 
werden nun zeigen, ob die H-aktivierende Wirkung den Phos- 
phaten oder vielmehr den OH-Ionen zuzuschreiben ist. 


Versuche mit Methylglyoxal. 


Das Methylglyoxal wurde nach der Methode von Wohl 
und Lunge?) und Meisenheimer?) erhalten; seine Konzen- 
tration in der wiBrigen Lésung habe ich mit Hilfe des p-Nitro- 
phenylosazons bestimmt, das von mir schon im Jahre 1915 


erhalten wurde.’) Die Versuche mit Methylglyoxal wurden in 


An- und Abwesenheit von Phosphatpuffern ausgefiihrt.*) Als 
Putter habe ich n/3-Dinatriumphosphatlésung nach Sérensen 


1) Chem. Ber. Bd. 41, S. 3612 (1908). 

*) Ebenda Bd. 45, S. 2635 (1912). 

3) J. de Whrkiniaate Bd. 2, S. 331 (1915); Russisch. Petrograd. 

*) Vgl. auch J. de Microbiologie Bd. 2 (1915 [Petrograd]) und Diese 
Zs. Bd. 132, S. 290. 
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+ n/3-Monokaliumphosphatlisung angewandt. ZuallenVersuchen —¢ 
wurde Toluol zugesetzt. Die Anordnung der Versuche war — ; 
wie oben. Die Methylglyoxallésung war 21/,°/,. Das p, der 


Mischung, nach dem Walpolschen Prinzip mit Komparator be- 
stimmt?), war 7,2. Kinige Versuche méchte ich hier wiedergeben. 


Tropfenz. Dauer 
Versuch 1. 0,7 cem CH,COCOH + 0,3 eem Puf. 


+ 0,1 cem Enzymlésung. . 4 80 Min. 
0,7 eem CH,COCOH + 0,3 cem HL 0 
+ 0,lcem Enzymlésung. ... . 1 80 


Methylenblaulésung war n/1000. 

Versuch 2. Ahnlich wie Versuch 1, nur war die Dauer 
des Versuchs 145 Min. ‘Temperatur = 60°. Tropfenzahl mit 
Pufier 8, ohne Puffer 2. 


Versuch 3. 1,8 com CH,COCOH + 1,3 ccm n/3-Puffer 
+ 1,2 cem H,O+ 0,7 com Enzymlésung. Im ganzen also 
5ecem, dazu 25 Tropfen Toluol. Dauer des Versuchs: 8 Stunden 
bei 60° ‘Tropfenzahl von n/100-Mb-Lésung = 13. 
Tropfen- 
zahl 
Versuch 4. 2°/, Acetaldehydlésung?) 0,7 ecm + 0,3 cem Puffer 
+0,lcem Enzymlésung. ......... «214 
2°), Acetaldehydlésung 0,7 ecm + 0,3 cem Wasser 
+ 0,1 cem Enzymlésung.......e... 1 
Dauer des Versuchs 88 Min. n/100-Mb-Lésung. ‘Tem- 
peratur = 60°. 
Versuch 5 ist aihnlich dem vorigen: 
Tropfenzahl 
20 mg Glycerinald. + 0,3 cem Put. + 0,7 cem + 0,1 ecm 
Euzymlésung . . 20 
20 mg Glycerinald. + 1,0 eem H, 0 + 0,1 cem _— mlés. 4 


Dauer des Versuchs: 107 Min. 

Versuch 6. Zu diesem Versuch habe ich Glycerin-, 
Acetaldehyd- und Methylglyoxallésung verwendet, wobei zu 
Glycerinaldehyd- und Acetaldehydlésungen auf einmal je 


1) L. Michaelis, Praktikum der phvsikalischen Chemie, Berlin, 
S. 47 (1922). 
*) Frisch dargestellt [Diese Zs. Bd. 43, 8. 131 (1903)). 
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90 Tropfen n/100- und zu Methylglyoxallésung 10 Tropfen 


n/1000-Mb-Lisung zugefiigt wurden. Je nach der Entfirbung 


wurde weiter Mb-Loésung tropfenweise zugefiigt: 


Tropfen- 
zahl 


9) 


- Glycerinaldehydlés. 0,7 ccm + 0,3 cem Puf. + 0,1 cem 

Enzymlésung Sn ar ae ee On 

2°) Acetaldehydlésung 0,7 ccm + 0,3 cem Puf. + 0,1 com 
Enzymlésung .. . ; ae 

2% Methylglyoxallésung 0,7 eem + 0,3 cem Puf. + 0,1 cem 

ee a a a a ae a a er a a 12 n/1000 


36 0/100 


21 n/100 


Dauer des Versuchs: 118 Min. Temperatur = 60°. 
Man sieht nun, daB Methylglyoxal etwa 30 mal schwiicher, 
: Ond 


als Glycerinaldehyd dehydriert wird und daf es sich in 


der Lésung héchstwahrscheinlich in Form seines Hydrats, 
CH,COCH(OH), befindet. Dieser Umstand spricht gerade zu- 
sunsten meines Garungsschemas, nach welchem bei der Hexose- 
girung kein Methylglyexal, sondern Glycerinaldehyd entsteht, 
wobei es, entsprechend dem p,, der Lésung, oder zu Glycerin- 


siure unter gleichzeitiger Reduktion des Acetaldehyds dehy- 


driert, oder (bei neutraler und besonders bei alkalischer Re- 
aktion) zu Glycerin und Glycerinsiiure dismutiert wird, wobei 
als Endreaktion Glycerin und Acetaldehyd erscheinen.!) Ver- 
suche iiber die Dismutation des Glycerinaldehyds mit Acetaidehyd 
und Dioxyaceton in An- und Abwesenheit von Phosphaten sind 
im Gange. 

Aus den oben angefiihrten Versuchen sieht man auch, dab 
nicht 2 Glycerinaldehydmolekiile zum imneren Halbacetal ver- 
einigt sind, wie es einige Autoren annehmen, sondern blo8 in 
assoziertem Zustande sich befinden und eine jfreie Aldehyd- 
gruppe enthalten?), die durch Oxydoredukase leicht dehydriert 
wird. Die Versuche mit Dextrose dagegen sind negativ aus- 
gelallen; das kann als Beweis dafiir gelten, daB sie keine freie 
Aldehydgruppe enthilt, also eine Oxydstruktur hat, wie es 

*) Diese Zs. Bd. 132, S. 288 u. 292 (1924). 

*) Bergmann u. Mickeley, Chem. Ber. Bd. 54, 8. 2152 (1921); 
Mac Cleland, Chem. Zbl. Bd. II, S, 1912 (1911). 
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auch von Colley und Tollens, spiter von HK. Fischer’), Pictet?, 


Zerner*) und anderen, die «-, 8- und y-‘slykoside erhalten haben, | 
behauptet wurde. Wir sehen nun, da Oxydoredukase sich selektiy | 
gegentiber dem Bau des Molekiils verhilt, was beim Phenyl. | 
hydrazin, bei der Fehlingschen Lésung und anderen bekannten | 
Reagenzien auf die Carbonylgruppe nicht der Fall ist. Gegen | 


Liivulose bleibt Oxydoredukase ebenso wirkungslos. 

Versuche mit (Glycerin, Milchsiure, Glycerinsiure und 
Bernsteinsiure bei An- und Abwesenheit von Phosphaten sind 
erfolglos geblieben. Man kénnte nun glauben, daB die Oxydo- 
redukase aus Milch nur die hydratisierten Formen von Alde- 
hyden und Purinkérpern zu dehydrieren imstande wire. Ks ist 
also nicht unmoéglich, daf die Dehydrierung der CHOH-Gruppe 
in bestimmten Fiillen von einem anderen Ferment besorgt wird. 

Auffallend ist die giinstige Wirkung von Phosphatpuffern 
auf Oxydoredukase aus Milch, wie es schon Zbarski, Michlin 
und andere Autoren bemerkt haben. Die Erklirung dieser 
Erscheinung wurde von mir oben gegeben. 


Versuche mit Crotonaldehyd. 

In biochemischer Hinsicht hat der Crotonaldehyd, als eine 
der Buttersiiture nahe stehende Verbindung, ein gewisses Inter- 
esse. Ich habe darum einige Versuche auch mit ihm aus- 
gefiihit. Der Crotonaldehyd wurde nach der bequemen Me- 
thode von Delépine®*) erhalten. 

Versuch 1. 4 Reagenzgliser Nr. 1—4 enthielten je 1 ccm 
2°/, frisch bereiteter Acetaldehydlésung, die anderen vier je 
1 ccm 2°/,ige Crotonaldehydlésung. 

Man hat zu den Reagenzglisern Nr. 1, 2, 5 und 6 je 
0,1 ccm Enzymlésung, zu den Kontrollreagenzglisern (Nr. 3, 4, 
7 und 8) je 0,1 com Wasser zugefiigt. Zu allen Nummern hat 
man nachdem je 1 Tropfen n/100-Methylenblaulésung und je 


') Chem. Ber. Bd. 47, 8. 1980 (1914). 

*) Chem. Zbl. Bd. Ill, S. 879 (1920). 

5) Chem. Ber. Bd. 53, 8. 325 (1920). Vgl. auch Irvine, Fyfe und 
Hegg, J. of the Ch. Soe. Bd. 107, 8S. 524 (1915). 

') CO. R. Bd. 147, 8. 1317; Liebigs Ann. der Chem. Bd. 16, S. 1391. 
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5 Tropfen Toluol zugefiigt. Die Reagenzgliser wurden zu- 
‘costopft und bei 60° beobachtet. Bei der Entfirbung setzte 
‘man sofort wieder tropfenweise Methylenblau zu. Nach 
11), Stunden haben sich in Reagenzgliisern mit Acetaldehyd 
je 2 Tropfen, in diesen mit Crotonaldehyd je 7 Tropfen ent- 
firbt. Die Kontrollreagenzgliiser sind blau geblieben. 

Versuch 2. Dieser Versuch ist dem ersten analog, je- 
doch mit dem Unterschied, daS man zu den Reagenzgliisern 
mit Crotonaldehyd von vornherein je 7 Tropfen Mb-Lésung zu- 
gefiigt hat. Nach i*/, Stunden haben sich in Reagenzgliisern mit 
Crotonaldehyd je 11 Tropfen und mit Acetaldehyd je 4 Tropfen 
Methylenblaulésung entfiirbt. Die Kontrollreagenzgliser sind 
von einem zuerst zugefiigten Tropfen die ganze Zeit blau ge- 
blieben. 

Aus diesen Versuchen sieht man wieder, dai die Wirkung 
der Oxydoredukase nicht nur von der Konzentration des Kn- 
zyms und den reagierenden Substanzen, sondern auch vom 
Redoxpotential abhingig ist. Der Crotonaldehyd kann fir 
Vorlesungsversuche mit Oxydoredukase dienen, da er nicht so 
fitichtie wie Acetaldehyd und leicht darstellbar ist. 

Zum Schlusse méchie ich wieder betonen, daf die in dieser 
‘Abhandlung beschriebenen Versuche mit Oxydoredukase von 
verschiedenen Darstellungen und von verschiedenem Alter, also 
von verschiedener Aktivitiit ausgefiihrt worden sind. 

Ich behalte mir vor, die Arbeit in allen hier angedeuteten 
Richtungen fortzusetzen. 
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sind nimlich einerseits von G. Embden und seinen Mitarbeitern *) 


hydrat in labile Verbindungen mit 3 Kohlenstoffatomen, die 
sich dann durch intramolekulare Umlagerung zur Oxysiure 
stabilisieren. Diese Vorstellung gewann bestimmtere Gestalt 
als H. D. Dakin und H. W. Dudley?) sowie unabhingig und 
cleichzeitig mit ihnen C. Neuberg’) im Methylglyoxal eine 
der 3-Kohlenstoffreihe angehérige Verbindung kennen lehrten, 
die unter dem EinfluB tierischer wie pflanzlicher Fermente 
leicht in Milchsiure iibergeht. Das Auftreten von Methyl- 
slyoxal als Zwischenprodukt des Zuckerstoffwechsels, das auf 
Grund dieser und anderer Feststellungen*) moéglich erscheint 
und viele Tatsachen der Stoffwechselphysiologie verstindlich 
zu machen vermag, bedarf aber noch weiterer Stiitzen. Es 


im Durchstrémungsversuch an der Leber auch andere Kérper 


mit 8 C-Atomen, wie Glycerinaldehyd und Dioxyaceton als 


kriiftige Milchsiurebildner erkannt worden. Anderseits ver- 


-mdgen gewisse Milchsiurebakterien wie Streptococcus lactis 


und Bact. Casei « nach A.J. Virtanen, H. Karstrém und 


R. Biick®) Methylglyoxal ebenso wenig wie Glycerinaldehyd 


und Dioxyaceton anzugreifen, andere dagegen wie Lactobacillus 
‘S. 48a, 3) verwandeln zugesetztes Methylglyoxal, wie C. Neu- 
berg und G. Gorr®) gezeigt haben, rasch und vollstandig in 
Milchsiure. Kine weitere Schwierigkeit, auf die R. Kuhn und 
Kk. Werle naher eingehen werden, bietet das Drehungsvermégen 
der aus dem Keto-aldehyd entstehenden Milchsiure, das dem 
der natiirlich vorkommenden Oxysiure entgegengesetzt ist. 
Den Nachweis fiir die Milchsiurebildung aus Methyl- 
slyoxal, wie sie unter dem Einfiu{ von Leber- oder Hefe- 
ausziigen stattfindet, erbrachte C. Neuberg durch Wigung des 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, §.155, 423 (1913); Bd. 15, S. 463 
(1913); Bd. 16, S. 505 (1913—14). 

2) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 502 (1913); Bd. 51, S. 484 (1913); Bd. 71, 
S. 245 (1915); C. Oppenheimers Handb. d. Biochemie 1918. 

*) Zusammenfassung bei C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 
Bd. I, Lieferung X, S. 14494 (1926). 

*) Vel. C. Oppenheimer, aa. O., S, 1446 ff. 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 232 (1925). 
®) Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 490 (1925); Bd. 166, S. 482 (1925). 
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Das Auttreten von Milchsiiure im arbeitenden Muskel, 1 
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girvung pflegt man zu erkliren durch den Zerfall von Kohle- 
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hydrat in labile Verbindungen mit 3 Kohlenstoffatomen, die 
sich dann durch intramolekulare Umlagerung zur Oxysiure 
stabilisieren. Diese Vorstellung gewann bestimmtere Gestalt 
als H. D. Dakin und H. W. Dudley?) sowie unabhingig und 
cleichzeitig mit ihnen C. Neuberg’) im Methylglyoxal eine 
der 3-Kohlenstoffreihe angehérige Verbindung kennen lehrten, 
die unter dem Einflu®B tierischer wie pflanzlicher Fermente 
leicht in Milchsdure iibergeht. Das Auftreten von Methyl- 
alyoxal als Zwischenprodukt des Zuckerstoffwechsels, das auf 
Grund dieser und anderer Feststellungen*) méglich erscheint 
und viele Tatsachen der Stoffwechselphysiologie verstiindlich 
zu machen vermag, bedarf aber noch weiterer Stiitzen. Es 
sind nimlich einerseits von G. Embden und seinen Mitarbeitern *) 
im Durchstrémungsversuch an der Leber auch andere Kérper 
mit 3 C-Atomen, wie Glycerinaldehyd und Dhioxyaceton als 
kriiftige Muilchsiurebildner erkannt worden. Anderseits ver- 
'mégen gewisse Milchsiiurebakterien wie Streptococcus lactis 
und Bact. Case1 « nach A.J. Virtanen, H. Karstrém und 
R. Bick®) Methylglyoxal ebenso wenig wie Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton anzugreifen, andere dagegen wie Lactobacillus 
‘S. 48a, 3) verwandeln zugesetztes Methylglyoxal, wie C. Neu- 
berg und G. Gorr®) gezeigt haben, rasch und vollstiindig in 
Milchsiure. Kine weitere Schwierigkeit, auf die R. Kuhn und 
K. Werle niher eingehen werden, bietet das Drehungsvermégen 
der aus dem Keto-aldehyd entstehenden Milchsiiure, das dem 
der natiirlich vorkommenden Oxysiiure entgegengesetzt ist. 
Den Nachweis fiir die Milchsiurebildung aus Methyl- 
slyoxal, wie sie unter dem EinfluB von Leber- oder Hefe- 
ausziigen stattfindet, erbrachte C. Neuberg durch Wigung des 


!) Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, §.155, 423 (1913); Bd.15, S. 468 
(1913); Bd. 16, S. 505 (1913—14). 

*) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 502 (1913); Bd. 51, S. 484 (1913); Bd. 71, 
S. 245 (1915); C. Oppenheimers Handb. d. Biochemie 1913. 

*) Zusammenfassung bei C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 
Bd. I, Lieferung X, S. 14494 (1926). 

*) Vel. C. Oppenheimer, a.a. O., S, 1446 ff. 
*) Diese Zs. Bd. 151, S. 232 (1925). 
8) Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 490 (1925); Bd. 166, S. 482 (1925). 
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Ul 

Calcium-lactats, das nach wiederholten Alkoholfillungen ay: | 
dem Reaktiousgemisch gewonnen wurde. H. D. Dakin wi K 
H. W. Dudley isolierten die Milchséiure durch Ausithern uni ai 
. - . ie . ? 1 b 
fiihrten sie in das Zinksalz iiber. Beide Methoden erforder ” 


verhiltnismiBig viel Material- und Zeitaufwand, ohne auf be. ‘. 
sondere Genauigkeit Anspruch zu erheben. Wir haben dali: 


eine titrimetrische Bestimmungsmethode ausgearbeitet.  §; : 
beruht darauf, da8 Methylglyoxal als Aldehyd von Hypojaiii! | y 
oxydiert wird, wihrend die entstehende Milchsiiure von Hypo. — ty 
jodit unter gleichen Bedingungen nicht angegriffen wird. J 
beitet man wie R. Willstitter und G. Schudel}) bei de . 
Zuckerbestimmung mit Jod und Natronlauge, so findet nebhe y 
der Oxydation des Methylglyoxals auch Jodierung statt un : 
die Werte sind, namentlich in Gegenwart eiweiBhaltiger Knzyin- 
lésungen, nicht sehr scharf reproduzierbar. Bei Anwendung i 
von Soda—Bicarvonat und Jod nach F. Auerbach und E. Boid- i 
lander?) wird zwar Jodierung vermieden, das Ergebnis ist 1 
aber noch immer unbefriedigend. Erst die im experimentellen 
Teil If, 2c beschriebene Abinderung dieses Verfahrens hat : 
es gestattet die Reaktion so zu leiten, daB von 1 Mol Methy!- ; 
glyoxal genau 1 Atom O aufgenommen und eine sichere Be 
stimmung méglich wird. : 

Kin Verbrauch von 1 com n/!0-Jodlésung entspricht 3,60 m: 
Methylglyoxal. Bei Anwendung von £0 mg Substrat und Be- 
riicksichtiguug des Reduktionswertes der Enzymlésung kam 4 
man den in Milchsiiure iibergegangenen Betrag mit einer maxi- ) 
malen Ungenauigkeit von + 2,5°/, ermitteln. Durch LBe- 
stimmung der gebildeten Milchsiure nach QO. v. Fiirth unc 


D. Charnass®%), wobei 1 Mol Methylglyoxal nur etwa 0,08 Mole 
Aldehyd lieferte, lieB sich beweisen, daB die in Reaktion ge- 
tretene Menge des Methylglyoxals, die wir aus der Differenz 
der jodometrischen Titrationen berechnen, ausschlieBlich in Milch 
siure tibergangen ist.*) 


') Chem. Ber. Bd. 51, 8. 780 (1918). 

*) Zs. angew. Chem. Bd. 36, 8. 602 (1923). 

*) Biochem. Zs. Bd. 26, 5. 199 (1916). 

*) Ein Vergleich mit dem Verfahren O. Warburgs, das in den 
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Die Wirkungsbedingungen der Methylglyoxalase und die 
Kinetik der Milchsiurebildung, die wir in dieser Abhandlung 
zur Vorbereitung eingehenderer Messungen beschreiben, sind 
noch kaum Gegenstand der Untersuchung gewesen. Da auch 
bei anderen Aldehydmutasen in dieser Richtung nur vereinzelt 
zuverlissige Beobachtungen vorliegen, palates wir versuchen 
die reaktionskinetische Eigenart der Glyoxalase durch einen 
Vergleich mit anderen genauer cicadniecal as pnt 1en hervor- 
treten zu Jassen. Die Versuche, auf die wir uns dabei stiitzen, 
sind vorwiegend mit HKmzymliésungen aus Schweineleber aus- 
efihrt worden. Als Substrat bentitzten wir auBer Methyl- 
slyoxal auch Phenylglyoxal, dessen Umwandlung in Mandel- 


= 


siure polarimetrisch cereals wurde. 

Das p,,-Optimum fir die Dismutation des Methylglyoxals 
ist verhiltnismiBig breit und liegt um p,, = 7,5 (30°), in naher 
Ubereinstinmung mit dem Wasserstoffexponenten des Blutes. 
Bei geringeren Acidititen nimmt die Wirksamkeit des Kinzyms 
nur langsam, bei gréBeren ziemlich rasch ab. Bei p,, = 5,5 
ist nur noch etwa die Hialfte der maximalen Reaktions- 
geschwindigkeit vorhanden. Bei p,, = 4 tindet keine Umwand- 
lung mehr statt. Fiir die Reaktion Phenylglyoxal >» Mande!- 
siiure fanden wir eile etwas geringere Wasserstofiionenkonzen- 
tration optimal, niimlich 6 x 107° und einen rascheren Abfall 
im saueren Gebiet als bei der Milchsiiurebildung. Das 
Py-Optimum ist anch hier ein breites. Es erstreckt sich von 
Py = G9 bis p, = 9. Bei p, =.5,5, wo Methylglyoxal noch 
mit der Halfte der maximalen Ge: chwindigkeit 1 agiert, wurde 
keine Mandelsiiture mehr gebildet. 

Der Unterschied der p,,-Kurven fiir die beiden Substrate }) 
braucht nicht im Sinne einer Verschiedenheit von Methyl- und 
Phenylglyoxalase gedeutet zu werden. Dieser Schlu8 wire 


Untersuchungen von O. Warburg, K. Posener und E. Negelein 
Biochem. Zs. Bd. 152, 8. 369 (1924)] und von O. Meyerhof (Biochem. 
Zs. Bd. 159, S. 432 (1925)] zur Bestimmung der Glyoxalase angewaudt 
wurde, steht aus. 

‘) Die py-Abhiingigkeit von Milchsiiure- und Mandelisiurebildung 
ist nicht mit ein- und derselben Enzymliésung bestimmt worden. 
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nur dann berechtigt, wenn die Aciditiitsfunktion allein durch 
den EHintlu8 der H-lonen auf das Ferment bestimmt wiirde, 
Die Untersuchungen an zucker- und eiweiBspaltenden Enzymen 
haben jedoch gelehrt, daB der Verlauf der p,,-Kurven sehr 
wahrscheinlich von der Natur der Enzym-Substratverbindungen 
abhiingt und daB diese bald vorwiegend durch die elektro- 
chemischen Higenschaften des Ferments (Saccharase), bald vor- 
wiegend durch jene des Substrates (Proteasen) bestimmt wird.” 
Bei der Disproportionierung der Keto-aldehyde kénnte das 
Ergebnis fhnlich wie bei der Kinwirkung der £-Glucosidase 
des Emulsins auf verschiedene #-Glucoside?) von der Art ces 
Substrates abhingen, auch ohne daf dieses entschieden satre 
oder basische Kigenschaften aufweist. 

Zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit haben 
wir direkte Proportionalitit beobachtet. Man findet also in 
diesem Punkte bei der Glyoxalase dasselbe einfache Verhalten. 
das fiir die Mehrzahl der Carbohydrasen zutrifft und deren 
quantitative Bestimmung im Gegensatze zu der gewisser Pro- 
teasen wesentlich vereinfacht. 

Die Abhingigkeit von der Substratkonzentration ist fiir 
Methyl- und Phenylglyoxal wesentlich verschieden. Im ersten 
Halle ist der in der Zeiteinheit erzielte Umsatz herunter bis 
zu 0,005 n-Lésungen von der Menge des angewandten Sub- 
strates nahezu unabhiingig. Im zweiten Falle nimmt die Menge 
der entstehenden Mandelsiure mit Erhéhung der Phenylglyoxal- 
konzentration stark zu. Versucht man aus den vorliegenden 
Messungen unter der Annahme, daB die Reaktionsgeschwindig- 
keit ein MaB fiir die Konzentration (Aktivitit) der Enzym- 
Substratverbindung darstellt, auf die Lage des Gleichgewichts 
zwischen Glyoxalase und Methylglyoxal zu schlieBen, so ergibt 
sich fiir die Dissoziationskonstante dieser Verbindung: 


‘') R. Kuhn in der 5. Aufl. des Fermenthandbuches von C. O ppen- 
heimer, Leipzig 1924/26, I. Bd, S. 203. 

*) R. Willstaitter u.G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 121, S. 183 
(1922); R. Willstatter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 33 (1923); vgl. dagegen K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, S. 821 
(1926). 
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|Glyoxalase] x [Methylglyoxal] 
|Glyoxalase — Methylglyoxal| 
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ein Wert < 0,005, einer Affinitiitskonstante von iiber 200 ent- 
sprechend. Affinititen von dieser GréBenordnung sind bei 
enzymatischen Reaktionen noch nicht beobachtet worden. Nur 
einige esterspaltende Knzyme scheinen, soweit sich dies auf 
Grund ilterer Literaturangaben beurteilen libt?), hierin der 
Glyoxalase nahe zu kommen. 

Von der ungleichen Abhingigkeit von der Substratkonzen- 
tration gilt dasselbe, was von der Verschiedenheit der p,,-Kurven 
gesagt wurde. Die gro8e Affinitit zum Methylglyoxal und die 
ielfach geringere zum Phenylderivat erachten wir nicht als 
Beweis fiir das Vorhandensein zweier verschiedener Enzyme. 
Ks ist in Untersuchungen aus diesem Laboratorium mehrfach 
dargelegt worden, dab ein und dasselbe Enzym zu verschie- 


‘ 


denen Substraten stark differierende Affinitiiten aufweisen kann.) 
Unmittelbare Anhaltspunkte fiir die Identitat von Methyl- und 
Phenylglyoxalase besitzen wir noch nicht. 

Die intramolekulare Cannizzaro-Reaktion, die das Methyl- 
glyoxal unter dem Einflusse der Leberausziige erleidet, ver- 
laut vollstiindig. Wir konnten wiederholt Umwandlungen von 
99—100°/, feststellen, im Gegensatz zu U. Neuberg?), der 
nur etwa 76°/, Umsatz erzielte.*) Kommt die Reaktion frither 
zum Stillstand, was auch bei unseren Versuchen vielfach ein- 
trat, so hat dies in der Einstellung eines ,falschen Gleich- 
gewichts* oder in Enzymzerstérung seine Ursache. Fiir die 
von H. D. Dakin und H. W. Dudley’) erwogene Reversibilitit 

1) R. Kuhn in der 5. Aufl. des Fermenthandbuches yon C. Oppen- 
heimer, Leipzig 1924/26, Bd. I, 8. 234. 

") R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 1, 28 (1922); R. Willstitter, 
R. Kuhn u. H.Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 8. 33 (1923); Bd. 134, 
S. 224 (1923/24). 

*) Biochem. Zs. Bd. 51, S. 484 (1913). 

*) Mit milchsiurebildenden Bakterien ist C. Neuberg und G. Gorr, 
Biochem, Zs., Bd. 162, S. 490 (1925) und Bd. 166, S. 482 (1925) die voll- 
stindige Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsiiure gelungen. 

*) Jl. of Biolog. Chem. Bd, 14, S. 155 (1913); Bd. 14, S. 423 (1913) 
und zwar 8. 424. 
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des Vorganges, fiir die Einstellung eines echten Gleichgewichis, 
Methylglyoxal + Wasser = Milchsiiure, 


das den enzymatischen Gleichgewichten bei der Hydrolyse bzy. 
Synthese von Estern, Glucosiden und Disacchariden analog wiire. 
konnten keinerlei Anhaltspunkte gefunden werden. Jedenfal! 
liegt das Gleichgewicht in den verdiinnten Lisungen, mit denen 
wir arbeiten, so sehr auf Seite der Milchsiure, da8 es sich 
dem analytischen Nachweis entzieht. 

Beim Phenylglyoxal betrug die Mandelsiiurebildung in 
giinstigsten Halle etwa 50°/,, wobei 25°/, auf linksdrehende, 
25°/, auf racemische Siure entfielen. Einen echten Gleich- 
gewichtszustand scheint es aber auch hier nicht zu geben. 
denn bei der Kinwirkung des Enzyms auf Mandelsiure lief 
sich das Auftreten von Phenylglyoxal nicht nachweisen. EF: 
trat auch keme optische Aktivierung racemischer Mandelsiiure 
ein. Die Menge der Mandelsiure blieb unverindert. 

Unter Beriicksichtigung der reaktionskinetischen Verhilt 
nisse leiten wir, einem Vorschlage von R. Willstitter unc 
R. Kuhn?) felgend, fiir die Ausbeute und fiir die Konzen- 
tration an Glyoxalase nachstehende Masse ab: 

1 Glyoxalase-Kinheit (GL-E.) entspricht der Enzymmenge. 
die bei p,,=7,5 und 30° in 60 Minuten 10mg Methylglyoxa’, 
die in 10ccm Reaktionsgemisch enthalten sind, zu 25°/, in 
Milchsiure verwandelt. Die Beziehung zwischen Zeit und Um 
satz wird emer empirischen Kurve (Fig.4) entnommen. Der 
(slyoxalase-Wert (Gl.-W.) gibt die in 1g Trockensubstanz vor- 
handene Anzahl von Enzymeinheiten an. 

In Wirklichkeit wird vielfach nicht mit 10 cem Reaktionsvolumen 
und auch nicht mit der angegebenen Substratkonzentration gearbeitet. 
Die Umrechnung auf obige Bedingungen gestaltet sich dann wie folgt: 
10 cem Enzymlosung + 0,0 cem Methylglyoxallésung (21,0 mg enthaltend 
+-5 eem m/5-Phosphatgemisch von py=7,5. Nach 20 Stunden ergab dis 
jodometrische Bestimmung einen Umsatz von 50,0 °/». 

Das Reaktionsgemisch enthielt zu Beginn 21,0 mg in 20 ecm 
= 0,105 °/, Substrat. In einer 0,100°/,igen Metbylglyoxallésung, wie sit 
die Definition verlangt, wiren auf Grund der Bezichung zwischen Sub- 


1) Chem. Ber, Bd. 56, S. 509 (1922/23). 
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stratkonzentration und Ria ena cos 50,0 x wz 52.5%), 
g 100 
Umsatz gefunden worden. Fir die Zeit 25°/, igen Umsatzes berechnen 
wey) 
. (a ~ v + x es . 
wir daraus nach Fig. 4 20 x aan 4,18 idatens Da iiberdices das Pro- 
o 2) 


dukt Enzymmenge x Reaktionsdauer konstant ist, folgt, dab 
1 eae 
4.18 = 0,24 GL-E. 
zur Erreichung des beobachteten Umwandlungsgrades in der gegebenen 
Zeit notwendig sind. im vorgeschriebenen Reaktionsvolumen von 10 cem 
yaren 5eem Enzymldsung vorhanden. In 100 cem dieser Liésung sind 
daher 20 x 0,24 = 4,8 GL-I. enthalten. Da 10cem 0,262 g T rockensub- 
stanz enthielten, betrigt der Gl.-W. des Enzyms in der Lésung 1,84. 
GL-E. und Gl..-W., die zur Kontrolle der Enzymdarstellung 
diexen, sind MaBe fiir die Ausbeute an Wirksamkeit und fiir 
Wirksamkeit pro Gramm Trockengewicht. Es sind aber 
nicht MaBe fiir die Menge des Enzyms, wie etwa Saccharase 
wert und Saccharase-Kinheit. Anderungen der enzymatischen 
Aktivitit und Veriinderlichkeit der Kinetik, die bei der Saccha- 
rase nur ausnabmsweise und in verhiiltnismiBig geringem Aus- 
nabe beobachtet wurden +, nach einer Untersuchung von R. Will- 
stitter und Kk. Bamann?) bei der Maltase bereits in den 
Vordergrund treten, sind fiir die Glyoxalase tiberaus kenn- 
zeichnend. Die stirksten Aktivitiitsinderungen beobachten wir 
bei der Dialyse, durch die wir z. B. das Doppelte und mehr 
der angewancien Gl.-Einheiten erhalten. Die Unterschiede der 
Kinetik, bei denen allerdings schon Knzymzerstérung mitspielt, 
sind mitunter so groB, daB die Gestalt der Zeit-Umsatzkurven 
ginzlich veriindert erscheint. Aus diesem Grunde wire fiir 
jede einzelne Enzymlésung der zeitliche Verlauf der Milch- 
siure- und Mandelsiiurebildung zu ermitteln und der Berech- 
nung zugrunde zu legen. Da dies in der vorliegenden Unter- 
suchung noch nicht geschehen ist, haben die Wirksamkeitsver- 
ihe ae wir zwischen verschiedenen Lisungen ziehen, keinen 
-Anspruch auf besondere Genauigkeit. Auch das Geschwindig- 


: R. Willstitter, J.Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
8.1 (1922) und zwar 8.63; R. Willstitter, K. Schneider und 
k. W seas Diese Zs. Bd. 151, 8. 1 (1925/26). 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 242 (1925/26) und zwar S. 251. 
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keitsverhiiltnis, in dem Methyl- und Phenylglyoxal angegriffen 
werden, kénnen wir nur der GréSenordnung nach angeben. 
Ks betriigt etwa 1:10 zugunsten des Methylglyoxals, (berechnet 
fiir die Zeiten 25°/, igen Umsatzes in 0,015 n-Lisung bei opti- 
malem p,, und 30°). 

Vergleichen wir die Milchsiurebildung aus Methylglyoxal 
mit der Milchsiurebildung aus Kohlehydrat im Blute und im 
Gewebe, so ergibt sich, daB die reaktionskinetischen Verhilt- 
nisse mit der Annahme des intermediiren Auftretens von Me- 
thylglyoxal bei der Glykolyse durchaus vereinbar sind. O. War- 
purg, K. Posener und KE. Negelein?) sowie O. Meyerhof* 
haben gefunden, da8 normales Gewebe, z. B. Leber, Methy!- 
elyoxal unter gleichartigen Bedingungen erheblich rascher in 
Milchsiiure verwandelt als Traubenzucker. Die Geschwindig- 
keit der Glykolyse wird also nicht durch die Geschwindigkeit 
der Disproportionierung des Ketoaldehyds limitiert. Unsere 
Beobachtungen ergiinzen diese Feststellung hinsichtlich der 
Abhingigkeit beider Reaktionen von der Substratkonzentration 
und von der Aciditit. Das breite optimale H-lonengebiet der 
Glyoxalase um p,, = 7,5 entspricht den Erfahrungen bei der 
Glykolyse, fiir die P. Rona und G.G. Wilenko?®) p,,=7,52 (im 
Blute) K. Fukushima‘) p,,=7,76 am giinstigsten fanden, sowie 
den Messungen von O. Warburg, K.Posener und E. Nege- 
lein®), die in Kohlensiiure—Bicarbonatgemischen stetige Zu- 
nahme der Milchsiturebildung beim Ubergang yon p, = 6,7 
auf p,, = 7,8 ergaben. Die Glyoxalase, die bei p,, = 6 noch 
deutlich wirksam ist, liBt der Glykolyse, die hier bereits ver- 
schwindet, auch noch bei gréBerer als der optimalen Aciditiit 
geniigend Spielraum frei. Ebenso wird die auBergewoéhnlich 
groBe Affinitat des Enzyms zum Methylglyoxal der Abhingig- 
keit der Glykolyse von der Menge zugesetzter Glucose?) in 
einfacher Weise gerecht. 





‘) Biochem. Zs. Bd. 152, 8. 309 (1924). 

*) Biochem. Zs. Bd. 159, S. 432 (1925). 

5) Biochem. Zs. Bd. 62, S. 1 (1914). 

*) Jl. of Bioch. Bd. 2, S. 447, 455 (1923). 

*) O.Warburg,K. Posener undE. Negelein,a.a.O.u.zwarS, 312 f. 














Uber die enzymatische Bildung der Milchsiiure aus Methylglyoxal. 


Experimenteller Teil. 
I. Zur Darstellung des Methylelyoxals. 


Diese erfolgte nach dem von H.O. L. Fischer und 
CG. Taube?) angegebenen Verfahren durch Destillation von 
Dioxyaceton’) mit Phosphorpentoxyd im Vakuum. Die von 
den genannten Autoren erhaltene Ausbeute von 4g Methyl- 
slyoxal aus 5g Dhioxyaceton, die 100°/, der Theorie ent- 
spriiche, haben wir nicht erzielt.*) Die besten Ausbeuten, die 
wir bei Anwendung von 5g Dioxyaceton erhielten‘*), betrugen 
etwa 60°/, der Theorie. Im Durchschnitt von 20 Darstellungen 
wurden etwa 40°/, der Theorie erhalten. 

Das Dioxyaceton wurde vor Gebrauch scharf getrocknet. Das 
Mengenverhiltnis ‘Triose : Pentoxyd war innerhalb der untersuchten 
Grenzen 1:3 bis 1:6 ohne erheblichen EinfluB auf die prozentuale Aus- 
beute, ebenso Verdoppelung oder Halbierung des Ansatzes. Versuche, 
die an sich heftige Reaktionsgeschwindigkeit durch Zusatz eines indiffe- 
renten Stoffes, wie Kieselgur, zu miBigen, finderten das Ergebnis auch 
nicht wesentlich. Wichtig ist gute Kiihlung der Vorlagen mit fliissiger Luft. 





Dioxyaceton}| P,O, ers Ausbeute 
4USaUL4 , 
angew. (g) (2) (g) 
5 15 _ 1,4—1,6 
5 15 10g Kieselgur 1,3 
5 30 ~ 1,4 
2.5 10 _ 0,7 
10 30 - 2,6 
10 30 15 ¢ Nieselgur 3,0 











Innerhalb gewisser Grenzen scheint die Giite des Vakuums auf 


1) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1502 (1924) und zwar S. 1506. 

*) Der Direktion der Farbwerke vorm. Meister, Lucius & Brii- 
ning, Héchst a, M. sind wir fiir die Uberlassung griéBerer Mengen von 
Dioxyaceton zu ergebenem Danke verpflichtet. 

*) Es ist nicht ersichtlich, ob Fischer und Taube zu ihren Ver- 
suchen das monomolekulare oder das dimolekulare Dioxyaceton angewandt 
haben. Wir benutzten stets das dimolekulare Produkt. 

‘) Uber die Ausfithrung der Destillation vg]. die Dissertation von 
R. Heckscher, Miinchen 1926. 
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die Ausbeute von Einflub zu sein. So erhieiten wir bei Anwendung 
von je 5¢ Dioxyaceton') und 15 g Phosphorpentoxyd 


or 
bei 25mm . . 1,6 g Methylgl. bei 14 mm 2,0¢ Methylgl. 
beilimm .. 1,9¢ ‘; bei 13mm .. 2,2¢ " 


Die Druckangaben beziehen sich auf das System unmittel- 
bar vor Beginn der Destillation. 

Zur Reinigung wurde das polymerisierte Rohprodukt noch- 
mals im Vakuum destilliert. Ausbeute durchschnittlich 75 bis 
80 °/,. Die Destillation tber Chlorcalcium nach J. Meisen- 
heimer?’) erschien uns nicht von Vorteil, da einerseits die 
Ausbeute an rektifiziertem Methylglyoxal geringer, anderer- 
seits der erzielte Reinheitsgrad*) nicht giinstiger war. Unsere 
Priiparate waren im Gegensatz zu denen von C. Harries 
und H. Tiirk*) schon in kaltem Wasser vollkommen klar lis- 
lich, Mann kann jedoch fiir die Enzymversuche auch solche 
verwenden, die sich erst bei etwa 1/, stiindigem Erwirmen auf 
55—60°°) bis auf 1°/, Fléckchen, von denen man abiiltriert, 
lisen. Die meist 0,4°/,igen Stammlésungen wurden mit 2 Tropfen 
verdiinnter Schweielsiiure auf 250 ccm versetzt und mit Toluol 
iiberschichtet. Solche Liésungen erwiesen sich selbst bei Zimmer- 
temperatur als sehr haltbar. Im Verlaufe von einem Monat nahm 
der Hypojoditverbrauch durchschnittlich um 3—4°/,, im Laufe 
von 2—3 Monaten um 9--10°/, ab.®) Unter der Annahme, 
da bei der Zersetzung ausschlieBlich Milchsiure bzw. andere 
durch Hypojodit nicht angreifbare Substanzen entstehen, geben 
diese Zahlen unmittelbar die verschwundene Menge Ketoaldehyd 
an. Unter der Annahme, daB Brenztraubensiure entsteht, sind 
die Verluste etwa doppelt so gro’. Fir die folgenden Ver- 


') Das fiir diese Versuche angewandte, gleichfalls von den Héchster 
Farbwerken hergestellte Produkt verdanken wir der Liebenswirdigkeit 
von Herrn Gehbeimrat Prof. R. Willstitter. 

2) Chem. Ber. Bd. 45, S. 2635 (1912). 

8) Vgl. die weiter unten beschriebene Bestimmungsmethode. 

4) Chem. Ber. Bd. 38, S 1630 (1905) und zwar S. 1632. 

°) Dabei findet Depolymerisierung statt. 

8) Vgl. die ungiinstigeren Erfahrungen von O. Meyerhof, Biochem. 
Zs. Bd. 159, S. 432 (1925). 
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suche wurden nur frisch bereitete, oder ganz wenige Tage gestandene 
Lésungen von reinem, polymerisierten Methylglyoxal verwendet. 


Ii. Ermittlung des Umwandlungsgrades. 
1. Mikrobestimmung der gebildeten Milchsiure. 
Hierbei ist zu beriicksichtigen, da& bei der oxydativen 
Destillation mit KMnO, in verdiinnter schwefelsaurer Lisung 
nach dem Verfahren von O. von Firth und D, Charnass}) 


nicht nur Milchsiiure, sondern, allerdings in erheblich geringerer 


Menge, auch Methylglyoxal Aldehyd liefert. Bei Anwendung von 
reinem Lithiumlactat in Mengen von 0,3—38 mg erbielten wir 
durchschnittlich 95°/, der theoretischen Ausbeute an Acet- 
aldehyd, tibereinstimmend mit den von R. Kuhn und E. Werle 
in einer nachfolgenden Abhandlung beschriebenen Makroana- 


lysen.?) Fir gereinigtes Methylglyoxal wurden (Tab. 1) durch- 


schnittlich 8°/, der berechneten Aldehydmenge gefunden?,, fiir 


Dioxyaceton (Oxanthin-Héchst) ergaben sich die gleichen Zahlen. 


Tabelle 1. 


Oxydation von Methylglyoxal und von Dioxyaceton mit 
Permanganat nach O. v. Firth und D. Charnass, 





Bisulfityerbrauch in 

Ny. Substanz ecm 0,00866 n-Jodlésung 
gef. | ber. 
1 2,27 mg Methylgl. 0,7 | 7,27 
21 4,54 ., : 1,0 | 14,55 
8) 4,54 ., 7 0,8 | 14,55 
4 1 9,08 2.9 | 29,10 
5 1,73 ., Dioxyacet. 0,37 | 4,44 
6 | 3,46 083 | 888 








Wir haben versucht, 





Mole Aldehyd 
aus |! Mol Me- 
thylglyoxal bzw. 
Dioxyaceton 

0,10 

0,07 

0,06 

0,10 

0,08 

0,09 


aus Gemischen von Methylglyoxal 


und Milchsiure nach dem von D. D. van Slyke*) zur Ent- 


') Biochem. Zs. Bd. 26, 8S. 199 (1910). 
*) Vel. auch R. Kuhn, H. Baur und R. Heckscher, Diese Zs. 


Ba. 141, S. 68 (1924). 


*) Nicht rektifiziertes Methylglyoxal lieferte in zwei tibereinstimmen- 


_ den Analysen 18°/, d. Th. 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 





$2, S. 455 (1917). 
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zuckerung physiologischer Liésungen vorgeschlagenen Verfahren, I 


nimlich durch Behandlung mit Kalk—Kupfersulfat, das Methy). — 
glyoxal niederzuschlagen, um uns so von den nach Tab.j — 2 
nétigen Korrekturen bei der Milchsiiurebestimmung unabhiingiy ~— ¢ 
zu machen. Dies ist uns aber nicht gelungen. : 


9,08 mg Methylglyoxal, in 20 cem Wasser gelést, wurden mit 4 cen 
5 °/,iger Ca (OH),-Suspension und 4 cem 10 °/,iger CuSO,- Lésung 
16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 20 ccm des Filtrats 
wurden mit KMn0O, destilliert. Der Bisulfit-Titer der Vorlage natu 
um 3,01 cem 0,00866 n-Jod ab. Fiir die Gesamtmenge ven 28 ecm be- 
rechnet sich ein Verbrauch von 4,2 cem, wihrend fiir dieselbe Methy- 
glyoxallésung vor der Behandlung nach van Slyke nur 2,9 ccm der. 
selben Mablisung verbraucht wurden. Durch die Vorbehandlung ist 


q also der EinfluB des Methylglyoxals auf die Milchsiiurebestimmung nicht 
beseitigt, sondern im Gegenteil erhéht worden, offenbar dadurch, dat 


die schwach alkalische Reaktion den Ubergang yon Methylglyoxal in 
Milchsiiure bewirkte. 

Wir haben daher bei der Bestimmung des Umwandlungs 
grades das noch unverinderte Methylglyoxal rechnerisch be- 
riicksichtigt. . Unter der Annahme, dai 1 Mol Miulchsiiur 
0,95 Mole, 1 Mol Methylglyoxal 0,08 Mole Acetaidehyd lietert. 
ergibt sich fiir die prozentische Umwandlung p 


(1) p = 41,3-— — 9,1. 


s 


Hierin bedeutet v die Anzahi Kubikzentimeter n/100-Jodlésung, 


die auf gebundenes Bisulfit entfallen, # die angewandte Menge 
Methylglyoxal (wasserfrei) in Milligrammen. 


2. Bestimmung des noch vorhandenen Methylelyoxals. 
a) Nach R. Willstitter und G.Schudel. 

Bei der Kinwirkung von Jod und Alkali unter Bedingungen, 
wie sie R. Willstitter und G. Schudel}) fir die quantitative 
Bestimmung von Aldosen empfohlen haben, wird Methylglyoxal 
nicht einfach zu Brenztraubensaure oxydiert, sondern es tindet 
tiefgreifender Abbau und Jodierung statt. Bald nach Zugabe 
des Alkalis zu der mit Jod versetzten Methylglyoxallésung, 
meist nach etwa 4—5 Minuten, beobachteten wir eine milchige 


1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 
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to 


Triibung, die sich rasch in einen pulvrigen gelben Bodenkérper 
verwandelte. Dieser wurde in gréSerer Menge dargestellt und 
aus Aceton ogy aaa Die schénen, regelmiBigen hexa- 
gonalen ‘laifelchen erwiesen sich durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt | ( 1189 als reines Jodoform. 
Trotadem lit sich die Umwandlung von Methylglyoxal 5 
1 Milchsiiure auf diese Weise verfolgen, da der Jodverbrauch 
Methylglyoxals innerhalb gewisser Grenzen von der Ver- 
hee ‘Tab. 9) und der Oxydationsdauer (Tab. 3) unabhingig 
ist und Milchsiiure durch Hypojodit nicht oxydiert wird." 


Tabelle 2. 
Oxydation von Methylglyoxal nach R. Willstitter und 
G. Schudei bei wechselndem Volumen des Reaktionsgemisches, 
Oxydationsdauer 20 Minuten. 














Methyl- Reaktions- | Verbrauch | Methyl- Proz. 

Nr. {| glyoxal Volumen n/10-Jod | glyox: x | der 

angew. (mg) (eem) (eem) | gef. (mg) Theorie 

| 17 -F Tk > Fy »2 7 | QF 

yf 20 6.958 i 4d, b 135 

2 | 16,0 | 60 6,09 | 21,9 137 
BY 75 150 6,52 | 23,5 134 
ins 4 250 670 | 241 138 

; 17,5 50 6,62 | 23,8 136 











Tabelle 38. 
Unabhingigkeit von der Oxydationsdauer. Reaktions- 
volumen 100 eem. 














i 
“Methyl- Zeit i Verbrauch Methyl- Proz. 
— ‘ “ie - 
Ni. glyoxal {| ne | n/10-Jod elyoxal der 
_ .} (Min.) | . _- r : 
angew. (mg) | ' | (cem) gef. (mg) Theorie 
i 
18,2 15 6,95 25,0 137 
2 18,2 40 6,94 25,0 137 
3 17,2 15 6,52 23,5 137 
4 17,2 60 6,41 23,1 134 














') Mit Borax-Jod fand G. Romijn, Zs. f. anal. Chem. Bd. 36, 
S. 349 und zwar S. 857 (1897) bei 18 stiindiger Einwirkung sehr erheb- 
liche Oxydation von Milchsiiure. 


iT; " ait os ‘ e ~~ . ° 4 - ¢ 
‘Oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX. ) 








“4 
} 
| 
3 
4 
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0,137 g Lithiumlactat (Kahlbaum) verbr. 0,27 cem n/1i0-Jod 
= 0,94, d. Th.) 


99 5 0,57 eem n/10-Jod 
= 1,120%, d. Th. 


In den letzten Spalten der Tabellen 2 und 3 ist die ver- 
brauchte Jodmenge in Prozenten der fiir die Bildung von 
Brenztraubensiure berechneten angegeben. In den vorletztey 
Spalten stehen die scheinbar gefundenen Methylglyoxalmengen 
die sich aus dem Verbrauch an Kubikzentimetern n/10-Jod 
lésung durch Multiplikation mit dem theoretischen Faktor 3,61 
ergeben. Sie sind in den angefiihrten Beispielen durchwegs 
etwa 30°/, gréBer als die Einwagen. 

Von der Menge des angewandten Methylglyoxals ist da: 
“rgebnis der Analyse nach Tab. 4 in weiten Grenzen (2—35 ing 
unabhingig. Fiir die Versuche dieser ‘l'abelle dienten 3 Methvy!- 
glyoxalpriiparate verschiedener Darstellung. Die Menge des 
Kxetoaldehyds in Milligramm erhalt man durch Multiplizieren 
des Jodverbrauchs (Kubikzentimeter n/10-Lésung) mit 2,64. 


0,159 g ” 


$) 


Tabelle 4. 
Abhingigkeit von der Methylglyoxalmenge. 
Reaktionsvolumen 80—120 cem. Reaktionsdauer 20 Minuten. 





Methylglyoxal} Verbrauch | Methylglyoxal Prozente 
Nr. angew. n/10-Jod gef. der 
(mg) (cem) (mg) Theorie 
1 1,90 0,78 2,8 147 
),83 3,0 
. sated 0 96 3,5 ai 
3 3,80 1,35 4,9 129 
4 4,60 1,62 5,8 126 
5 7,20 2,60 9,4 131 
6 7,50 2,82 10,2 136 
7 11,7 4,44 16,0 137 
8 13, 5,30 19,1 138 
9 14,5 i 5.56 20,0 138 
10 18,5 7,00 25,2 136 
11 32,2 12,40 44,6 138 
12 87,0 14,00 50,4 136 














!) Als theoretischer Wert ist der Verbrauch von 2 Atomen Jod fiir 


1 Molekii! Milchsiure angenommen. 
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Die aus Tab. 4 abgeleitete, in Fig. 1 mitgeteilte Kurve, 
‘welche den Jodverbrauch in Abhiingigkeit von der Methyl- 
 glyoxalmenge darstellt, kann man zur Ermittlung des Um- 
‘ wandlungsgrades beniitzen. 


| 
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Fig. 1. Methylglyoxa’menge und Jodverbrauch bei Titration nach R. Willstitter und 
G. Schudel. 


b) Nach F. Auerbach und E. Bodlinder. 

Krsetzt man das freie Alkali durch die von F. Auerbach 
und E. Bodlinder?) empfohlene &quimolare Mischung von 
),2m-Natriumcarbonat und 0,2 m-Natriumbicarbonat (p,, = 10,1 
bis 10,2), so findet keine Jodoformbildung mehr statt. Die 
Oxydation des Methylglyoxals verlauft gelinder und einheit- 
licher, aber noch immer nicht stéchiometrisch. Fir 1 Molekiil 
werden etwa °/, Atome O verbraucht. 





ecm Alkali- eem Methylgl. Proz. 
Methylgl. ; Kae t 
n/10-Jod | gemisch n/10-Jod- gef. der 
(Ing) Vorlage (cem) Min. verbr. (mg) Theorie 
4,80 10 100 122 1,65 5,90 123 
12,00 10 100 122 4,10 14,80 123 




















Ks ist notwendig, mit der Menge des Soda—Bicarbonat- 


') 4s. angew. Chem. 





3d. 36, S. 602 (1923). 
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gemisches herunter zu gehen und diese der angewandten JJoj. 
menge entsprechend zu variieren. 


c) Abgetinderte Bestimmungsverfahren. 

1. Verfahren. Die neutrale!) Lésung des Methylglyoxal 
wird mit der 2—4fachen Menge des zu erwartenden Ju. 
verbrauchs an Kubikzentimetern n/10-Jodlisung versetzt. Ma 
fiigt das 1'/,—2fache der angewandten Jodiésung eines (. 
misches von 0,2 molarer Na,CO,- und 0,2 molarer NaHC0.. 
Lésung zu, verdiinnt auf 200 cem und IABt 125—140 Minute 
im Raum fiir konstante Temperatur bei 18° stehen. Dan 
wird mit tberschiissiger, verdiinnter Schwefelsiure angesiiuer 
und das ausgeschiedene Jod in bekannter Weise titriert. Dp 
vorhandene Menge Methylglyoxal in Milligrammen ergibt sici 
aus der Abnahme des Jodtiters in Kubikzentimetern n/10-Lésun 
durch Multiplizieren mit 3,6. Das Ergebnis stimmt, wie Tab. i 
zeigt, sehr genau mit den angewandten Methylglyoxalmenges 
iiberein. 

Tabelle 5. 


Jodometrische Titration von Methylglyoxal. 





Be Ni te oe 


























z e = m E | cr Methylgl. 2 : 
e 5 a 2 = © | (Min.) e 7. ge 
3 = “4 cS > _ 
= = 2 , 2 angew. get. Q 
1 5,00 | 100 | 20 120 6,80 | 24,5 | 24,5 | 100 
2 5,00 10,0 20 125 5,40 19,4 19,4 100 
3 | 5,00 | 100 | 20 125 | 683 | 24,5 | 24,6 | 100,3 
4 | 5,00 | 100 | 20 135 681 | 24,5 | 24,5 | 100 
5 | 10,0 20,0 | 35 120 | 10,80 | 38,9 | 38,9 | 100 
6 | 10,0 20,0 | 35 120 | 10,78 | 389 | 388 | 99,8 
7 | 10,0 20,0 | 25 125 | 10,82 | 38,9 | 38,95] 100, 
8 ; 10,0 20,0 | 35 140 | 10,81 | 38,9 | 38,9 | 100 


' — 
' 


' 
{ 
' 
| 





1) Es ist zu beachten, da bei Gegenwart eines Phosphatpufier: 
dieser zunichst durch Zugabe der berechneten Menge n/10-Lauge genal 
in sekundiires Phosphat iibergefiihrt wird. Da Phosphat in Form de: 
sekundiiren Salzes die Bestimmung nicht stért, ergibt sich aus Tab. 
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Fir den Einflu8 der Oxydationsdauer gibt Tab. 6 ein 
>» nach 200 Min. da- 
‘gegen schon 110°/, des erwarteten Reduktionswertes erreicht. 


rr ry 

Tabelle 6. 
*wWeehselnde Einwirkungsdauer des Soda Bicarbonat-Jod- 
- YY 5 


Gemiseches. 























| aAnatna = — i S 
' Sg } D C oo Methylgl. a 
| 2 6 mn a Ss J°D So 
° i) ? Ep ‘S ~~, - = . ‘ an 
x oe Sel sg é > & in mg a es 
NT. SD en ~— os 80 oO ; = a > 
> o = = © | (Min.) a 2 e 
— o> 6 « O of 
— 2 = = = & = 
~~ — * ae + ‘ ) y ya ~ 
== 2 = 2 angew.| gel. ae 
. 1 5,00 10,0 0) 60 3,32 13,8 | 12,0 87 
2 5,00 10,0 20 90 3,96 13,8 | 12,8 93 
3 5,00 10,0 20 120 3,76 13,8 13,5 98 
4 5,00 10,0 20 135 3,82 13,8 | 13,8 100 
5,00 10,0 20 150 3,88 13,8 | 13,8 100 
6 0,00 10,0 20 200 4,21 13,8 | 15,2 110 





Die Unabhingigkeit des Verfahrens von der vorhandenen 
‘Substanzmenge, die fiir ein Bereich von 2—60 mg Methyl- 
oO}? ow) J 


‘glyoxal gilt, ist aus Tab. 7 zu ersehen. 


Tabelle 7. 
Proportionalitiit von Methylglyoxalkonzentration und 
Jodverbrauch, 


Reaktionsvolumen je 200 cem. Reaktionsdauer 130 Min. 18°, 




















Methylgl. cem ecm Methylgl. Dien. dae 
Nr. angew. n/10-Jod- | n/10-Jod- gef. ' ; 
. Theorie 
(mg) Vorlage | verbrauch (mg) 
1 2,0 5,0 0,54 1,95 97,0 
2 5,0 5,0 1,39 5,01 100,2 
3 10,0 10,0 2.80 10,08 100,8 
4 19,4 10,0 5,40 19.4 100,0 
5 24,5 15,0 6,81 24,5 100,0 
6 24,5 15,0 6,83 24,6 100,4 
7 30,0 25,0 8,29 29,85 99,5 
8 60,0 50,0 16,54 59,6 99,3 
















\ 
i 
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Die Menge der fiir die Oxydation angewandten Jodlisuny 
ist bei 3—8fachem Uberschu8 ohne EinfluB auf das Resultat: 
13,40 mg Methylglyoxal wurden a) mit 10 ccm n/10-Jod wi 
18 ccm Alkaligemisch, b) mit 20 ccm Jod und 35 ccm Soda- 
Bicarbonat, c) mit 30 cem Jod und 45 cem Carbonatmischun: 


je 130 Minuten behandelt. 


a) verbrauchte 3,63; b) 3,75 und c) 3,75 ccm n/10.Jod 
entsprechend 13,10, 13,50 und 13,50 mg Methylglyoxal stat: 
der angewandten Menge von 13,40 mg. 

2. Verfahren. Man arbeitet bei Anwendung von 10 cc 
n/10-Jod mit 100 cem eines Alkaligemisches, das aus 7 Teiley 
0,2 mol. NaHCO,-Lisung und 3 Teilen 0,2 mol. Na,CO,-Lésung 
zusammengesetzt ist. 

Die Oxydationsdauer ist in diesem Falle auf 75 bis 
85 Minuten (bei 18°) abzukiirzen, um stéchiometrischen Reak. 
tionsverlauf zu erzielen. 

Tabelle 8. 
Abgekiirztes jodometrisches Verfahren. 


Je 10 eem n/10-Jod + 100 ecm Soda—Bicarbonatgemisch 8: 7. 








Methyl- Oxy dations- ecm n/10- Methy1- 

Nr. glyoxal dauer Jod- glyoxal 

angew. (mg) (Min.) Verbrauch gef. (ing) 
1 13,8 50 3,62 13,0 
2 13,8 | 15 3,80 18,7 
3 13.8 80 3,82 13.8 
4 13,8 | 85 3,78 13,6 
5 13,8 100 4,10 14,8 











Dieses zweite Verfahren haben wir fir enzymatische Ver- 
suche nicht angewandt, sondern uns hierfiir immer des ersten 
bedient. 


3. Zur Theorie der jodometrischen Bestimmungs- 
methoden. 


Kin Einblick in den Verlauf der Oxydation von Methyl- 
elyoxal durch Hypojodit liBt sich durch Untersuchung des 
primiir zu erwartenden Oxydationsproduktes, der Brenztrauben- 
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siure, gewinnen. Diese reagiert unter den Versuchsbedingungen 
von R. Willstatter und G. Schudel unter starker Jodoform- 
bildung. Die Abnahme des Oxydationswertes ist von der an- 
gewandten Substanzmenge stark abhingig. 

Je 24,3 mg Brenztraubensiure wurden mit 10 cem n/10-Jod + 
15 cem n/10-NaOQH?) + 100 cem Wasser 15, 20 und 60 Min. stehen ge- 
lassen. Jodverbrauch: 4,54, 4,63 und 4,68 ecm u/10, entsprechend einem 
Verbrauch von 0,823, 0,840 und 0,848 Molen Jod fiir 1 Mol Brenz- 
traubensiure. 

Fiir den folgenden Versuch mit wechselnden Substratmengen diente 
ein durch mehrfache Umnkrystallisation (aus Alkohol unter Zusatz von 
Ather) gereinigtes Priiparat von brenztraubensaurem Natrium. Oxy- 
dationsdauer 15—20 Minuten. 


Brenztraubensiiure (mg): 9,8 13,1 19,6 45,9 
Jodverbrauch (cem n/10): 3,13 3,83 4,60 7,44 
Mol Jod/Mol Brenztraubensiure: 1,41 1,29 1,03 0,71 


Nach unserem fiir die Methylglyoxalbestimmung vorge- 
schlagenen Verfahren findet auch bei Anwendung von Brenz- 
iraubensiure keine Jodoformbildung statt, der Jodverbrauch 
ist wesentlich geringer als beim Arbeiten mit freiem Alkali 
und er steht zur vorhandenen Menge der Ketosiure in einem 
konstanten Verhiltnis. 


Brenztraubensiiure (mg): 24,2 24,2 54,2 108,4 
Jodvorlage (ecm n/10): 10 10 10 20 
Jodverbrauch (cem n/10): 2,27 2,19 5,43 10,00 
Mol Jod/Mol Brenztraubensiure: 0,41 0,40 0,44 0,41 


Es werden durchschnittlich 0,41 Mole Jod fiir 1 Mol Brenz- 
traubensiure verbraucht. 

Aus der Tatsache, daB auch in soda-bicarbonat-alkalischer 
Lésung Brenztraubensiiure mit Jod reagiert, folgt, daB der 
anscheinend stéchiometrische Verlauf unserer Bestimmungs- 
methoden nicht auf einem quantitativen Ubergang von Methyl- 
¢lyoxal in Brenztraubensiure beruhen kann, sondern durch 
Kompensation verschiedener EKinfliisse zustande kommt. Die 
Anwendbarkeit der Verfahren wird dadurch aber in keiner 
Weise beeintriichtigt. 


*) Hiervon wurden etwa 2,5 cem zur Neutralisation der Siure ver- 
braucht. 
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Reaktionsvermégen mit Hypojodit finden wir nicht be; | d 
allen @-Ketosiiuren wieder. Reines dioxyweinsaures Natrium ; 0 
z. B. verbraucht nach Willstitter und Schudel auch nicht : f 
spurenweise Jod. : 
Oxalessigsiure (Oxymaleinsiiure)') und Dioxymaleinsiure* 
reagieren dagegen unter diesen Bedingungen lebhaft. 
16,99 mg Dioxymaleinsiure verbr. 4,31 und 4,36 cem n/10-Jod, nach 


3 tiigigem Stehen der wi8rigen Lésung nur noch 2,50 cem. 

19,9 mg Oxymaleinsiure verbrauchten bald nach dem Auflései f 
7,05 eem, 38 Tage spiiter nur noch 2,56 ecm n/10-Jod. In beiden Fiille: : 
findet rasch Zersetzung der wiibrigen Loésung statt. 

Dioxyaceton, die einfachste Ketose, wird bemerkenswerter 
Weise im Gegensatz zu den Ketohexosen von Jod in alka. 
lischer Liésung leicht angegriffen.*) Angewandt wurde ein 
mehrfach aus Essigester umkrystallisiertes Priparat, das bei 
67—71° schmolz. 

Oxydationsdauer je 20 Min.; Jod: Alkali nach Willstitter und 
Schudel. 
Dioxy-aceton (img): 96 123 180 245 49,0 92,04) 
ecm n/10-Jod (verbr.) 1,91 2,53 3,39 3,96 4,75 9,01 
Mol Jod/Mol Dioxyaceton: 0,90 0,938 0,85 0,73 0,44 0,44 

Hier ist ebenso wenig wie bei der Brenztraubensiure ein 
konstantes Verhiltnis zwischen angewandter Substanzmenge 
und Jodverbrauch zu erkennen. 


III. Hydroxylionenkatalyse und Pufferwirkungen. 

Nach dem in II, 1 beschriebenen Verfahren wurde die 
Einwirkung von Alkali auf Methyleglyoxal untersucht, einerseits 
um einen Vergleich mit der enzymatischen Reaktion zu ziehen, 
anderseits um den OH’-Kinflu8 bei den spiateren Enzym- 
versuchen beriicksichtigen zu kénnen. Dabei hat sich gezeigt, 


1) Dargestellt nach L. J. Simon, C. R. Bd. 187, S. 855 (1908). 

*, Dargestellt nach H. J. H. Fenton, Soe. Bd. 87, S. 811 (1905); vel. 
auch Inauguraldissertation E. Maschmann (unter R. Willstitten), 
Miinchen 1921. 

5) Vielleicht tritt durch das Alkali Umwandlung in Methylglyoxal 
ein. Vgl. G. Pinkus, Chem. Ber. Bd. 31, 8. 31 (1898). 

‘) 60 Minuten Reaktionsdauer. 
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daB bei gleichem anfianglichen p,, Natronlauge und Phosphat- 
semische sehr ungleich wirken, so daB der Einflu8 der Puffer 
fix sich untersucht werden muBte. Die Ursache dieser Er- 
scheinung ist leicht ersichtlich. Sie liegt in der Verschieden- 
heit von potentiellem und aktuellem OH’-Gehalt. Die OH’- 
Tonen einer sebr verdiinnten Lauge werden durch die Lactat- 
hildung rasch verbraucht, wiihrend der Puffer vermége seines 
sroBen OH’-Reservoirs die Alkalescenz aufrecht erhilt. 

W. Denis’), der die Einwirkung von heiBem Wasser und 
von Alkalien auf Methylglyoxal untersuchte, fand ,a slow and 
incomplete transformation into lactic acid“. Er erhielt maximal 
51,7°/, der berechneten Menge Zinklactat. Nach unseren Be- 
obachtungen”) gelingt es jedoch, z. B. durch 20 stiindige Ein- 
wirkung von 10 com 2n-NaOH auf 10 mg Methylglyoxal bei 
Zimmertemperatur, tiber 95°/, im Milchsiure zu verwandeln. 

Tabelle 9. 
Einflub der Puffer auf das Methylglyoxal. 
Gesamtvolumen je 20 cem; jodometr. Bestimmungen nach Verfahren ¢ 1, 30°. 


























ie Phosphat- Puffer Zeit | as is ie~ 

Nr. Dy one a > 
we *- . a owe P an ems ~ 7 tol § 
(m/5-molare Loésung) Stdn.)} gO] s_ de 
o) ee ° — 
— wow —/ - a 
SS) 25 = 

j ! 
| 6,4 sek. + 3,6 prim. T,0} 6 1,82 | 1,82 0,0 
2 6,4 ,, + 3,6 - 7,0} 2o 1,51 1,82 0,6 
3 9,75 + 0,25 so} 24, | 1,82 | 1,82 | 0,0 
4 9,75 ., + 0,25 so] 5/, | 1,78 | 1,82 | 22 
5 9,75 , +0,25 ,, 8,0} 25 1,62 1,82 11,0 
6 10 39 ++ 73 etwa 8,5 af 4 2, 8 2,63 0,0 
7 10 » + ‘ » 801 26 7,70 | 8,34 7,7 
LO 5, + 0,3 ecm 

8 n/10-NaQH , 8,7 a4 Rae § B78 0,0 
9 eo .* ' ~ Ste 2 2.69 | 2,73 | 15 
10 oo . + » we 4 2,60 | 2,73 | 4,8 
11 mw. 4 » 8,7) 38/, | 2,55 12,73 | 66 
aie 4 w ‘ 37] 5 | 2,80 | 2,73 | 15.8 


See 





') Americ. Chem. Jl. Bd. 38, S. 561 (1907) u. zwar S, 584. 
*) Sowohl durch Bestimmung des versechwundenen Methylglyoxals 


nach Kap. Il, 2a wie dureh Bestimmung der gebildeten Milchsdure nach 
Kap. I, 1. 
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Der EKinflu8 von Phosphatpuffern auf das Methylglyoxa| 
ist auf Grund zahlreicher Versuche zwischen p,, = 4,5 und 
Pp, = 7 bis zu 26stiindiger Kinwirkungsdauer vollstindig 7, 
vernachliissigen. Jenseits des Neutralpunktes macht sich mehr 
und mehr die OH’-Katalyse geltend. Bei p, =8 und 380 
verschwinden z. B. in 5 Stunden 2°/,, in 25 Stunden 11°/, des 
vorhandenen Keto-aldehydes (Tab. 9). Bei p,, = 9 ist die Um- 
wandlung schon sehr betriichtlich. 

Bei dem fiir die enzymatische Milchsiurebildung optimaley 
p, = 7,5 kann man die Pufferwirkung bei nicht allzulangen 
Versuchsdauern unberiicksichtigt lassen. 


IV. Kinetik der Milchsaurebildung. 

Fiir die folgenden Versuche dienten wiibrige Ausziige aus 
frischer Schweineleber, deren Bereitung in Kap. V niiher be. 
schrieben wird. 

1, Kontrollversuche. 

Bei Anwendung aller jodometrischen Verfahren zur Ver- 
folgung der Enzymwirkung ist in jedem Falle durch Kontroll- 
versuche der Jodverbrauch der Enzymlésung selbst zu_ beriick- 
sichtigen. Er ist vor allem abhangig von der Herkunft und 
Darstellung der Knzym\ésung, vom p,, und von der Versuclis- 
dauer. 


Zwischen Enzymmenge und Jodverbrauch besteht in allen wnier- 
suchten Fiillen Proportionalitit. So verbrauchten 2 cem eine Enzym- 
lisung 3,94 cem, 5 cem dagegen 9,78 eem n/10-Jod (ber. 9,84). Fiir 
4 ecm einer anderen Enzymlésung ergab sich ein Verbrauch von 2,69 ecm 
fiir 2cem von 1,40 (ber. 1,35), fiir 8 cem von 5,47 cem n/10-Jod (ber. 
5,38). 

Beispiel fiir die Abhingigkeit von der Zeit. Je 5 ccm 
Enzym: 


Zeit (Stdn.): . 1 a A 3 61/, 30 48 
ecm n 10-Jod: 3,12 3,12 3,14 3,12 3,12 3,03 2,93 
Beispiel fiir die Abhangigkeit vom p,,: Je 5 ccm Enzym- 
lésung: 
Pir: 5 6 7 vis 8 9 
eem n/10-Jod: 3,82 3,71 3,65 3,65 3,67 3,39 


¥ 
p64 
Bc 
ie 
ee 
oe 
bed 
Bi 


Set ieee 
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| 3 Versetzt man eine Enzymlésung mit Methylglyoxal und 
( ’ titriert sofort, so entspricht der Reduktionswert des Gemisches 
u genau der Summe der Reduktionswerte von Enzym allein und i 
r  Substrat allein. Die Bestimmung des Methylglyoxals wird +" 
also durch Zusatz der Enzymlésung an sich nicht gestort: | 





. Jodverbranch in cem n/10-Lésung fiir 


(Enzym + Substrat) (Enzyim + Substrat) 


Knzym Substrat : 
ney" . ber. gef. 


3,63 2,78 6,41 6,44 
2,50 2,78 5,28 5,34 
3,98 3,83 7,81 7,83 
2,98 3,83 7,81 1,79 











5 2. p,,-Kurven. 

Die folgenden Messungen bezwecken nicht eine eingehende 
physikalisch-chemische Analyse der Acidititsfunktion, sondern 
nur eine Orientierung iiber das p,-Optimum. JDieses liegt 
zwischen p,, = 7 und p,, = 8, und wir nehmen p,, = 7,5 als 
giinstigsten Punkt an. 


DO Ammen i nn re et ree ee ee en ee mamermar 





wzente Umsalz 


Pro 
~Y ~s, 
— 

| 











5 6 ? 8 o pe 
Fig. 2. Aktivitats-p,,-Kurven der Methylglyoxalase aus Leber. 


Der Abfall der in Fig. 2 wiedergegebenen Kurven ist nach 
der sauren Seite steil, nach der alkalischen Seite flacher. Bei 
gewissen Enzymlésungen (Tab. 10, Kurve | der Fig. 2) liegt 
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SES ones a ae 


das Optimum weiter im alkalischen Gebiet, entsprechend der 
in Fig. 6 dargestellten p,-Kurve fiir die Umwandlung von 
Phenylglyoxal in Mandelsiiure. 


Tabelle 10. 
Je 2cem wiifriger Auszug aus frischer Schweineleber 1:4 + 10 cem 
m/5-Phosphatpuffer ?) + 10,0 mg Methylglyoxal in 5 cem; Gesamtvolumen 
17 eem; Kontrollversuche genau so mit 5eem Wasser statt 5ecm meeny' 
glyoxallésung Reaktionsdauer?) 6'/, Stunden bei 30° (Kurve I der Fig. 2). 





cem n/10-Jodverbr. | Meth ig. me) 
/ ~~ oe 8) | Prog 
Nr. [ Pi il: t WZ 1} @ P ; 
i Haupt- | Kontrol} (eem n/10) | ancew coef Umsatz 
H Vers. | Vers. ee sae 
1} 5,0 6,57 | 4,08 2,49 10,0 8,96 11 
a, 7 | " 
2] 6,0 9,99 | 4,08 1,8% 10,0 6,73 33 
3 | 7,0 5,65 | 4,08 1,57 10,0 5,65 44 
| 
41 8,0 5,84 | 4,08 1,26 10,0 4,54 55 
5 | 8,45 5,81 | 4,08 1,23 10,0 4,54*) 55 

















*) Korrigiert fiir OH’-Katalyse des Methylglyoxais. 


Tabelle 1t. 
Je 10,0cem wiiBriger Auszug aus Schweineleber 1:4 +10 cem m/5-Phos- 
phat + 10,2mg Methylglyoxal in 5cem; Reaktionsdauer fiir ca 1—5 
3°/, Std.; ftir Nr.6—9 7 Std., 30° (Kurven Ifa und IIb der Fig. 2). 





























eem n/10-Jodverbr. i Methylel. (mg 
‘ au Diff. E “— gt. (mp) Proz. 
NDI. Pit : = | a " ay : - 

— : —— ‘a9 (cem n/10) angew. ref. Umsatz 
1 4,5 13,40 | 10,80 2,60 10,2 | 9,35 8 
2 | 6,0 12,80 | 11,83 1,47 10,2 | 5,30 48 
31% 11,20 | 10,25 0,95 10,2 | 38,40 67 
4 | 8,0 10,80 9,95 0,85 10,2 | 3,05 70 
5 | 8,45 10,80 9,93 0,87 10,2 | 3,85%*) 68 
6 | 4,5 12,90 | 10,48 2,42 10,2 | 8,70 15 
73% 10,85 | 10,12 0,73 10,2 | 2,60 75 
8 |} 8,0 10,58*)| 9,95 0,63*) 10,2 | 2,25*) 78 
9 | 85 10,80*)| 9,97 0,83*) 10,2 | 3,00*) 71 


* Korrigiert fiir OH’-Katalyse des Methylglyoxals. 


Dey Py = 8,45 ist sekundiires Phosphat + Natronlauge. 
*) Als Reaktionsdauer gilt allgemein die Zeit vom Zusatz des Sub- 
strates bis zum Zusatz der Jodlésung. 
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Tabelle 12. 


Je 10eem Enzym aus Kalbsleber + 10 cem m/5-Phosphat + 20,1 mg 

Methylglyoxal in 10 cem; Keaktionsdaucr 19 Std. bei 30° (Kurve Uli der 

Fig. 2). Zur Bestimmung nach Wilistitter-Schudel wurden je 

i0eem entnommen. Umrechnungsfaktor ccm n/10-Jod:mg Methylglyoxal 
fiir das angewandte Substrat besonders ermittelt. 








ecm n/i0-Jodverbr. Die Methylgl. (mg) ste 
OP BLLC 4 4e 
\ » ; ; 
‘I. dry Ae 2 ae ees B 
| Haupt. | Kontrol | eem n/19) ancew.| gef Ums:.tz 
Vers. | Vers. 2 = 
| ; ioe = 
1 | 6 5,06 | wpa 1,89 1 6,7 y Bey 67 
2 7,0 4,29 | 38,60 0.69 6,7 0,70 90 
we ey f r ~~ PT ied i ~~ \ 
3 8,0 4.57") | 4,00 0,57*) 6,7 | 0,55") 92 
| , oie I ' _ 7 - . 
4 | 8,5 5,92*) | 4,50 1,02*) 6,7 1,0*) 85 














*\ Korrigiert fiir QH’-Katalyse aes Methylelyoxals. 


3. Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit 
sind bei p,, = 7,8 einander im gepriiften Bereiche 1:8 pro- 
portional. Man findet nach Tab. 1%, daB gleiche prozentische 
Umwandlungen erzielt werden, wenn das Produkt aus Enzym- 
menge und Reaktionsdauer konstant ist. 


Tabelle 13. 


Glyoxalasemenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 
Dialysierte Enzymlésung aus Schweineleber; je 9,80 mg Methylglyoxal 
+ 10 ecem m/5-Phosphat von py =7,8; Gesamtvolumen immer 32¢cem; 30°. 





Nr eem Zeit eem Methylglyoxal Proz. 
Enzym (Stdn.) n/10-Jod (mg) gef. Umsatz 

1 2.5 24 1,61 5,80 . 

2 4,0 15 1,61 5,80 41 

8 10,0 6 1,72 6,19 37 

4 20,0 3 1,66 5.96 39 

















Auch bei p,, = 6,0 wird die Bildung einer bestimmten 
Milchsiuremenge durch Verdoppelung der Enzymkonzentration 
schon in der halben Zeit erzielt. 

Dieselbe Enzymlisung wie in Tab. 13, aber vor der Dialyse. 
Je 9,3mg Methylglyoxal + 10ccm m/5-Phosphat von p,,=6,0, 
Gesamtvolumen 22cm: 30°. 


tt mnie 


Pc er tg 
ec ae eee 
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; ae Diff. eem Methy!glyoxal 
ecm Enzym | Zeit (Std.) y's") Proz. Umsatz 
; n/10- od gef. (mg) 
5 24 1,86 6,71 31,5 
10 12 1,83 6,58 32.8 














4, KinfluB der Substratkonzentration. 

Die Milchsiuremengen, die durch eine bestimmte Knzym- 
menge in gleichen Zeiten gebildet werden, sind von der Menge 
des dargebotenen Methylglyoxals nahezu unabhingig, was fiir 
eine sehr bedeutende Afiinitiit des Enzyms zu diesem Substrat 
spricht. Erst in sehr starker Verdiinnung nimmt die Menge 
des Reaktionsproduktes bei weiterer Verminderung der Sub- 
stratkonzentration ab. 


Tabelle 14. 
Affinitit zum Methylglyoxal. 


Je 10cem Enzym + 10cem m/5-Phosphat von py=7,8; Gesamtvolumen 
39 eeni; Reaktionsdauer 120 Min.; 30°. 




















-" 2 eem n/10-Jod- a as 2 

.: cc = = ss 
: , 2 verbrauch J a as 
° ~~ ~~ “mM ~ si Y 
: an Bp Ss ¢§ ae Diff. at A = at 
Nr. = = 5 _2 | oo ae Y a a 
"Pigs the | se | dod . |st 
~~ & = = TH Be i oe N - ey 

heme Pcs pd ~ ~ QO Lonel ~ 

iit Zi > y > => = & 
1 9,80 | 0,0045 | 12,20 11,22 0,98 3,53 | 64,0 7,84 

' 

2 24,50 | 0,0114 | 15,94 11,16 4,78 17,2 29,8 9,12 
3 49,0 0,0227 | 22,78 11,20 | 11,58 41,7 14,84 9,12 
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Vig. 3, Methylglyoxalkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 
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5. Zeitlicher Verlauf. 

Die enzymatische Disproportionierung gehorcht in keinem 
der untersuchten Fille dem Zeitgesetz erster Ordnung. Die 
fir eine monomolekulare Reaktion berechneten Konstanten 
‘fallen stark und stetig ab. Aus den in Tab. 20 mitgeteilten 
Stabilitiitsversuchen geht hervor, daf hierfiir — mindestens 
‘teilweise — Enzymzerstérung verantwortlich zu machen ist. 
Als Beispiel fiir den Reaktionsverlauf, wie man ihn mit frisch 
bereiteten, gut wirksamen Enzymlésungen meist beobachtet, 


PR ae re es 


fiihren wir die Tab. 15 an. Die daraus abgeleitete Kurve 
(Wig. 4) liegt der Berechnung der Glyoxalase-Kinheiten und Glyoxa- 


‘lasewerte zugrunde. 
Tabelle 15 (ig. 4). 
Reaktionsverlauf mit stark wirksamer Enzymlésung. 
40 cem Enzym (Auszug aus Schweineleber mit 5Tcilen Wasser) + 20 ccm 
1n/5-Phosphat von py = 8,0 + 97,9mg Methylglyexal in 20 cem Wasser; 
30°. Zur Bestimmung je 10 cem entnommen. 























‘a a om we 
a cem n/10-Jodverbr. Dif. Methyl- = 
. Zeit aie Proz. 
Nr. , ecm glyoxal 
(Min Haupt- Kontroll- oO" Umsat: 
(.Min.) ‘ <a msatz 
Versuch | Versuch | 2/10-Jod | (mg) gef. 
20 9,08 | 5,99 8,09 11,10 9,2 
9 4() 8,90 | 6,09 2,81 10,10 17,3 
3 135 8,30 | 6,09 221 7,96 34,9 
} 270 7,86 | 6,09 1,77 6,38 47,8 
5 820 7,18 | 6,15 1,03 3.71 69,9 
> ~ , ) | > OF an 
6 L500 6,90 6,25 0,65 2,34 80,9 
| | | | | | 
i 
| | | 
} ‘ = need { 
| ; | rt — 
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| 
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Fig. 4, Kinetik der Milchsiurebildung. 
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Tabelle 16. 


Reaktionsverlauf mit gealtertem und mit schwach wirk- 
samem Enzym. 
Fiir Nr. i--3: 80cem 3 Tage bei Zimmertemperatur gealtertes Knzym 
+ 30 cem m/5-Phosphat von p;;=7,35+ 146mg Methylglyoxal in 30 coy 
Wasser; zur Titration je 10 ccm entnommen. Fiir Nr. 4—6: 10 con 
frische Enzymlésung + 10 cem m/5-Phosphat von py = 7,5 + 49 mg Me. 
thylglyoxal in 15eem Wasser; zur Titration je 10 cem entnommen, 
Beide Versuche bei 30°. 























3 i "at ; " } y rT ba xv 
»~., |eem n/l0-Jodverbr.{ Diff, | Methylglyoxal) | 
Zeit anecew i rOZ. 
Fr — ? « > . 
INT. y , H: / eer seer Jod } wae a — is 
(Std.) aupt-. | Kontroil- or (ber. im ccm | Umsatz 
Versuch | Versuch | ® 10-Jor n/10-Jod) 
6. | 723 {| 3,12 4,11 4,54 9 
2 30 6.50 | 3,08 3,47 4.54 24 
18 6,30 | 2,93 3.3 14 2 

4 i 645 | 28 3,68 3.78 
5 as 0,12 2,85 2,87 3,18 24 
6 42 5,12 2,85 2,27 3,78 40 

| 

{ | 

“ 

: 

on | 

a: a” a ea + ei wees ee gener ee | 

r | 

1 | 

. io. | 

A 

3 4) 50 Oa. 


Fig. 5. Zeit-Umsatzkurven bei geringer enzymatischer Aktivitit. 


Mit gealterten oder schwach wirksamen Liésungen ergil’ 
sich in der Regel das in Fig. 5 (vgl. die Tab. 16) dargestellt: 
Bild. Man findet, daB auch bei annihernder Ubereinstin: 
mung der Anfangsgeschwindigkeiten der spiitere Verlauf der 
Kurven erheblich abweichen kann. 


6. Die Umwandlungsgrenze 
finden wir abhingig von der Zah! der angewandten Enzyu: 
einheiten, aber auch von der Natur der Enzymlésung ui 
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S vom p,; Mitunter bleibt die Reaktion schon stehen, wenn 
- etwa 30°/, Umsatz erreicht sind (vgl. z.B. Fig.5). Das wurde 


aber nur bei schwach wirksamen Lésungen beobachtet. Die 


—Ursache ist1) vermutlich Zersetzung des Enzym im Laufe der 
tagelangen Versuchsdauern. Mit enzymreichen Liésungen ge- 


| lingt es (Tab. 17) schon in 1—2 Stunden 85—90°/, Umsatz 
gu erzielen und bei lingerer Kinwirkungsdauer das gesamte 


Methylglyoxal in Milchs’ure zu verwandeln. 


Tabelle 17. 


Umwandlungsgrenze bei Anwendung guter Enzymliésungen. 


Je 10 cem frisch bereitetes Enzym + 10 cem m/5-Phosphat + 5 cem 


- Methylglyoxallésung; 30°; Nr.10—13?) nach Willstitter und Schudel 


titriert, wie in Tab. 12 berechnet. 




















ecm 2 Clvox’ me 
: Zeit n/10-Jod Methylglyoxal (mg) _— 
Nr. ) ; ee ; 
an (Std.) fiir , f Umsatz 
Methylgl. | *"gew. gel. 
8,0 2 0,31 9.8 1,1 $9 
2 8,0 16 0,31 98 1,1 89 
3 6,8 18 0,39 15,0 1,4 91 
4 6,8 42 0,17 15,0 0,6 96 
5 6,8 18 0,59 15,0 2,1 86 
6 6,8 42 0,00 15,0 0,9 100 
7 7,0 1 0,39 10,0 1,4 56 
8 7,0 47 0,01 10,0 0,0 100 
9 9,0 47 0,39 10,0 1,4 86 
10 6,0 2 3,70 20.1 5,4 73 
11 7,0 73 0,00 20,1 0,0 100 
12 8,0 72 0,01 20,1 0,0 100 
13 8,5 72 0,18 20,1 0,1 99 


V. Enzymlosungen. 
Bei Untersuchung der Leber frisch getiteter Tiere ergaben 
sich betriichtliche Abweichungen hinsichtlich der Wirksamkeit 
gleichartig dargestellter Ausziige. Ein charakteristischer Unter- 


') Vgl. die Stabilititsversuche in Tab. 20. 
*) Entnahmen nach 19 Std. vgl. Tab. 12. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLX. 
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‘schied zwischen den einzelnen Tiergattungen la8t sich aber 
Tdaraus nicht ableiten, da verschiedene Individuen auch ein und 
‘derselben Spezies untereinander stark differieren (Tab. 18). 


230 ¢ frische Leber, mechanisch von Fett und Bindegewebe 
hefreit, werden durch eine Fleischmaschine getrieben und mit 
1050 cem Wasser und 1—1'/,cem Eisessig */, Stunden unter 
‘iufigem Umschiitteln bei 30° extrahiert.!) Man zentrifugiert 


‘und verwendet die klare rétlich gefiirbte, manchmal milchig 


‘vetriibte Lisung unmittelbar zu den Versuchen. Unsere Aus- 
wiige waren in der Regel 3-—5 Std. nach dem Tode des Tieres 
gebrauchsfertig. Zur Aufbewahrung wird mit Toluol  iiber- 
Ischichtet. Besondere Versuche haben gezeigt, daB die enzy- 
mnatische Umwandlung des Methylglyoxals durch Leberausziige 
durch Uberschichten des Reaktionszemisches mit Toluol nicht 
igehemmt wird. H. D. Dakin und H. W. Dudley beobachteten 
dei Anwendung von Phenylelyoxal und Hundeserum nahezu 
Wollstiindige Inaktivierung durch Yoluol. Mit Riicksicht auf 
Mie Lislichkeit des Phenylglyoxals in Toluol beniitzen wir bei 
Men Versuchen mit Phenylglyoxal toluolgesiittigte Lésungen, 
yermeiden aber einen Uberschu8 des Antiseptikums. Die so 
dereiteten Lisungen enthalten 2—24 GI1.-E. in 100 cem, was 
eim durchsehnittlichen Trockengehalt von 2,3°/, einem GI.-W. 
Zon 1—10 e ntspricht. 

Durch 14stiindige Dialyse in Fischblasen lassen sich bis 
Zu 80°/, des Trockengewichtes entfernen, wodurch eine Ver- 


besserung des GI.-W. auf das 5—Sfache erzielt wird. 


_ Fir die bei der Dialyse wiederholt beobachtete Wirk- 
Samkeitszunahme, die zur Verdoppelung der angewandten En- 
Zymeinheiten fiihren kann, stellen wir in Tab. 19 einige Bei- 
Bpiele auf. Mitunter findet aber auch, namentlich bei sehr 
Btark wirksamen Liésungen erhebliche Abnahme der Wirksam- 
keit wihrend der Dialyse statt. (Tab. 19, Nr. 7 und 8.) 

»'  Wahrend der Dialyse beob achteten wir vielfach Ausflockung 
You KiweiB, in manchen Fillen erst bei liingerem Stehen der 


— 


: *) a eee nach R. Willsatter und F. Memmen 
Picse Zs. Bd. 138, S. 216 ff. (1924)] erwiesen sich als unwirksam. 
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der Milchsaure aus Methylglyoxal. 
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dialysierten Loésungen. Der Niederschlag reibt den gréBten 
Teil des Enzyms mit sich Fix die Wertbestimmung der Dis- 
lysate wurden die Niederschlige in der iiberstehenden Lésung 
gleichmaéBig suspendiert. 

Die Haltbarkeit des Knzyms in gleichartig dargestellter 
Lésungen ist nicht immer dieselbe. So finden wir nach | tigigen 
Stehen bei Zimmertemperatur einmal nur noch 80°/, der ur. 
spriinglich vorhandenen Wirksamkeit (Nr. 7 der Tab. 20), in 
einem anderen Falle nach 1 Woche aber noch 46°, (Nr. 2 
der Tab. 20). Eine Lésung, die urspriinglich 28 GL-E. ent. 
hielt (Nr. 4 der Tab. 20) war nach 5 ‘Tagen vollkommen un- 
wirksam geworden. LeberpreSsaft verlor in 5 Tagen °/, 
Wirksamkeit (Nr. 5). Die Bestindigkeit des Enzyms in den 
dialysierten Lésungen wird durch Zusatz von etwas Essigsiiure 
wesentlich erhéht. In schwach alkalischer Liésung ist die Halt- 
barkeit noch geringer als bei neutialer Reaktion (Nr. 10 und 12) 


seiner 


VI. Phenylglyoxal > Mandelsaure. 


Das Substrat war nach H. Miiller und H. v. Pech- 
mann?+) dargestellt und wurde in Form des schon krystalli- 
sierten Monohydrats angewandt. Zur Unterbrechung der En- 
zymreaktion wurde mit iiberschiissiger Phosphorsiiure versetz' 
(10 com 25°/,ige H,PO, auf i100 ccm Reaktionsgemisch), Bei 
der Isolerung und Bestimmung der gebildeten Mandelsiiure 
hielten wir uns an die Angaben von H. D. Dakin und 
H. W. Dudley.’) 

Die beim Verdunsten der Atherausziige*) rosettenformig 
auskrystallisierende Mandelsiure wurde zur Polarisation jeweils 
in 10 com Wasser gelést. 

Als optimale Wasserstoffzahl fanden wir ein ziemlicl 
weites Gebiet zwischen p,, = 7,5 und p, = 9. Der giinstigste 
Punkt scheint (nach Fig. 6) in der N&he von p, = 8,2 a 
liegen. 


') Chem. Ber. Bd. 22, S. 2557 (1889) u. Bd. 20, S. 2904 (1887). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S$. 423 (1913) und zwar S. 427. 
*) Mit Natriumsulfat getrocknet. 
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Auszug aus frischer Schweineleber mit 4'/, Teilen Wasser 
bereitet. Je 70 com Enzym + 30 ccm m/5-Phosphat + 0,193 g 
Phenylglyoxal. Gesamtvolumen 111 ccm; Reaktionsdauer 
17 Stunden; 30° Stoppung durch Zusatz von je 6 com 25°/,ige 
Phosphorséure. Das Drehungsvermégen der mit Puiler ge- 
standenen Knzymlésungen allein war unmeSbar gering. 











a 2,5 6,5 7,0 7,5 8,0 9,6 
uy (2 dm-Rohr) +0,00° —0,63° —0,77° —0,879 —0,93° —0,86° 
x [ ee ioe cs - 7 arate, . its. 
100 ] 
| Poe ieee 
-~08 pane ” 
OI* + | of | 
a | 
040+ + t 
~ 020-- f 
S24 ‘4 r + J 
aS fo) ? ro g prt 


Fig. 6. Phenylglyoxalase-Wirkung bei wechselndem Py. 
A 


MintluB der Substratkonzentration bei p,, = 7,9. 
80 com Enzym + 30 ccm Puffer + Substrat zu 126 ccm; 
201/, Stunden. 30°. 


Phenylglyoxalhydrat (g in 126 cem) 0,10 0,20 0,40 
e Mol/Liter .. 0,0652 0,0104 0,0208 
tp (2 dm-Rohr) ces «we se sl EF) | 6 LEO —2,72° 


70 com Enzym + 30 com Putter + Substrat zu 122 ccm; 
[7 Stunden. 


Phenylglyoxaihydrat (g in 122 cem) . 0,19 0,33 
- Mol/Liter . . . 0.0102 0,0204 
@p (2dm-Rohr). . ..... . . 0,879 = —1,47° 


Der zeitliche Verlauf der Mandelsiurebildung ist 
von Knzymlésung zu Knzymlésung verschieden. lin allgemeimen 
uimmt der Umsatz, wie es Fig. & zeigt, selbst bei mehrtiigiger 
Reaktionsdauer stetig zu, ohne daB eine bestimmte Umwand- 
lungsgrenze zu erkennen ist. Die gréSten beobachteten Um- 
sitze entsprechen aber nur etwa 25°/, der Theorie an links- 
drehender Mandelsiiure bzw. d0°/, der ‘Theorie an aktiver -- 
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racemischer Oxysiiure. Auffallend ist der Reaktionsverlauf bei 
Anwendung des PreBsaftes (Fig. 7). Die Umwandlung bleibt 
in diesem Falle bei etwa 10°/, stehen. 


480 ecm Enzym + 100 cem m/5-Phosphat py = 7,5 + 1,22 g Pheny]. 
glyoxal in 65 cem H,O; zur Bestimmung je 100 cem entnommen. 3... 


Zeit (Stunden)... . *, i. 61/, 18'/, 67 
ay (2dm-Rohr) . . . —0,06° —0,119 —0,24° —0,50° —0,90" 
"/o (—) Mandelsiure gef. 1,0 1,9 4,0 8,4 15,0 


20 cem PreBsaft aus Schweineleber + 13 eem m/5-Phosphat + 1,08 ¢ 





Phenylglyoxal in 30 eem; zur Bestimmung je 16 eem entnommen. 35)! | 
(Fig. 7). 








Zeit (Stunden) . . . 1'/, SF, 57/4 7 19 42 
1, (2 dm-Rohr) . . —0,33° —0,44° —0,47° —0,48° —0,489 —0,50 
"/o(—) Mandelsiiure gef. 6,4 8,6 9,1 9,8 9.3 9,7 

9 os ee t= 


~030<» 


-010 ee eel oe a ree 











40 Sta 


Y -———— 
~ 
.S) 
Ro 
=) 
YQ 
=) 


Fig. 7. Reaktionsverlauf bei Anwendung von LeberpreBsaft. 
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Fig. 8. Kinetik der Mandelsiurebildung, 
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820 cem Enzym + 75 m/5-Phosphat p, = 7,75 + 1,26 g Phenyl- 
glyoxal in 48 cem; zur Polarisation wurden je 110 cem entnommen. 30° 
(Fig. 8.) 


Zeit(Minuten). . . . 0 100 240 500 1200 
ay (2dm-Rohr) . . . +0,00° —040° —0,86°  —1,36° —2,13° 
*/,(—) Mandelsiure gef. +0.0 4,4 9,6 15,2 23,7 


Die Haltbarkeit der Phenylglyoxalaselésungen ist eine ge- 
ringe. Bei Zimmertemperatur nahm die Wirksamkeit in 
15 Stunden etwa um die Hialfte ab. 

Mit 0,3 g Substrat ergeben sich z. B. bei 26stiindiger Ein- 


wirkung fiir frisches Enzym @p = — 1,09°, Enzym 15 Stunden 
aufbewahrt ¢p = — 0,52°, nach 68 Stunden wp ——0,21°. Eine 
andere Knzymlésung sofort verwendet ep = — 1,90°, nach 


{5 Stunden @p = — 0,90°. 

















Insulin und Co-Zymase in ihren Beziehungen zur Glyoxalase: 
Trennung von Antiglyoxalase und Trypsin. 


Uber Keto-aldehydmutasen. II. 
Von 


Richard Kuhn und Rudolf Heekseher. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Juni 1926.) 


Die vorliegende Untersuchung geht aus von Beobach- 
tungen tiber den Einflu8 des Insulins auf den Milchsiuregehalt 
der Muskulatur') und des Blutes.”?) Sie behandelt die Frage, 
ob die enzymatische Umlagerung des Methylglyoxals in Milch- 
siure, die als Teilreaktion bei der Milchsiurebildung im Orga- 
nismus in Betracht gezogen wird, und die auf Grund der yoran- 
stehenden Mitteilung einer einfachen und genauen analytischen 
Verfolgung zugiinglich ist, mit der inneren Sekretion des 
Pankreas zusammenhingt. In der Literatur sind mehrfaci 
Versuche beschrieben und Meinungen vertreten worden, die 
einen derartigen Zusammenhang nahelegen. 

H. D. Dakin und H. W. Dudley?) zeigten im Jahre 1913. 
daB die Bauchspeicheldriise einen spezifischen, thermolabilei, 
nicht dialysierbaren Stofi enthalt, der schon in geringer Menge 
die Wirkung der Glyoxalase verhindert. Sie nannten ibn 
Antiglyoxalase. Dakin und Dudley vermuten, daB die Anti- 


glyoxalase, obwohl sie — wenn auch in verhaltnismiBig ge- 
ringer Menge — auch im Bauchspeichel nachgewiesen werden 


konnte, vor allem ein Produkt der inneren Sekretion sei und 
besondere Bedeutung fiir den Kohlehydratstoffwechsel besitze.* 


1) H. Baur u. R. Kuhn, Miinch. med. Wochensehr. Bd. 71, 8. 541 
(1924). 

*) R. Kuhn, H. Baur u. R. Heekscher, Diese Zs. Bd. 141, 8. 6: 
(1924). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, 8. 463 (1973). 

*) Ji: of Biol. Chem. Bd. 16, 8. 505 (1913) und zwar S. 506. 
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Fir ihre Auffassung machen sie verschiedene Griinde geltend, 
ohne einen experimentellen Beweis fiir die endokrine Natur 
yu erbringen. Seit der Entdeckung des Insulins mag die 
Krage, ob zwischen dem Pankreashormon und der Antiglyoxa- 
lase Beziehungen walten, vielfach aufgeworfen worden sein. 
Wir finden aber keine Arbeiten, die sich mit dem eigenartigen 
Hemmungskérper der Glyoxalase beschiftigen. ,,Wie dieser 
wirkt, ist noch nicht niher untersucht, ebensowenig, ob er 
irgend etwas mit der Insulinfrage zu tun hat.‘?) 

Schon einige Jahre vor den Arbeiten von H. D. Dakin 
und H. W. Dudley hatte F. G. Hopkins’) beobachtet, dab die 
Milchsiiurebildung im Muskel durch Pankreasausziige gehemmt 
wird. Er verdéftentlichte seine Ergebnisse aber erst 1915 in 
Gemeinschaft mit G. Winfield.*) D. L. Foster u. C.E. Woo- 
drow‘), die diese Beobachtung im Laboratorium von F.G. Hop- 
kins weiter verfolgten, kamen zu der Ansicht, daB es einen 
besonderen Hemmungskoérper fiir die spontane Milchsiure- 
bildung im Muskel gibt, der nicht mit der Antiglyoxalase 
identisch ist. 

Kine neue Beziehung zwischen Pankreas und Milchsiure- 
bildung nimmt A. J. Virtanen’) an. Er findet im Gegensatz 
zu den eben beschriebenen Hemmungseffekten, da Co-zymase- 
freie Priparate von Milchsaurebakterien durch Insulin aktiviert 
werden.*) Bei der alkoholischen Hefegiirung laBt sich jedoch 
die Co-Zymase durch Insulin nicht ersetzen.’) 

')C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl, Lieferung X, 
G. Thieme, Leipzig 1926, S. 1553. 

*) Zit. nach H. D. Dakin u. H. W. Dudley, Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 16, 8. 505 (1913) und zwar 8. 506. 

*) G. Winfield u. F.G. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 50, Proce. 
V (1915). 

*) Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 562 (1924); D. L. Foster, Biochem. Jl. 
Bd. 19, 8S. 757 (1925). 

°) Chem. Ber. Bd. 58, S. 696 und S, 2441 (1925); A. J. Virtanen 
u. H. Karstrém, Chem. Ber. Bd. 59, S. 45 (1925/26). 

*) Vgl. dazu E. Jorpes, H.y. Euler u. R, Nilsson, Diese Zs, 
Bd. 155, S$. 187 (1926). 

‘) O. Fiirth, Biochem. Zs. Bd. 150, 8. 265 (1924); H.v. Euler u 
K. Myrbiack, Diese Zs, Bd. 150, S. 1 (1925). 
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Wir haben die Dismutation von Ketoaldehyden durch 
Glyoxalaselésungen aus Leber mit und ohne Zusatz von Insulin 
nach drei verschiedenen Methoden verfolgt: 

1. mit Methylglyoxal ais Substrat durch jodometrische 
Titration des noch vorhandenen Ketoaldehyds, 

2. durch polarimetrische Bestimmung der aus Pheny|- 
elyoxal gebildeten optisch-aktiven Mandelsiure, 

3. durch Analyse der gesamten Mandelsiure (aktive + 
racem.) nach R. Kuhn und E. Werle.’ 

Alle Methoden ergeben in genauer Ubereinstimmung, dal 
geniigend gereinigte Insulinpraparate ohne den geringsten Kin- 
fluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit sind, selbst wenn 40 oder 
100 neue klin. Insulin-Einheiten auf das Enzym aus 2g Leber 
einwirken. Viele Insulinpraparate des Handels enthalten jedoch 
neben dem Insulin noch eine Beimengung, die sowohl Muilch- 
siure- wie Mandelsiurebildung hemmt. Die Wirksamkeit von 
2 ccm LeberpreBsaft kann z. B. durch 5 Einheiten kauflichen 
Insulins auf weniger als die Hilite erniedrigt werden. Dab es 
sich um die Antiglyoxalase von H. D. Dakin und H. W. Dudley 
handelt, ist sehr wahrscheinlich. Durch '/,stiindiges Erhitzen 
der wiBrigen Lésung auf dem Wasserbade geht die hemmende 
Wirkung der Insulinpraparate vollkommen verloren. 

Frei von Antiglyoxalasewirkung erwies sich bei Unter- 
suchung verschiedener Proben Insulin von E. Lilly & Co., 
Indianopolis, Keinen oder nur geringen Effekt zeigten Pri- 
parate ,A.B“ von Allen & Hanburys Ltd. und The British 
Drug Houses, London, sowie Insulin Organon Oss, Holland. 
Starke Hemmung bewirkten Germano-Insulin?), Insulin Schering 
und Insulin Bayer. 

Abweichend von O. Meyerhof*) haben wir keine Akti- 
vierung der Glyoaxalase durch Muskelkochsaft gefunden, weder 
bei Anwendung von Methyl- noch von Phenylglyoxal als Sub- 
strat. Wir beniitzten als Co-Zymase*) Kochsifte aus getrock- 


1) It. Abhandlung. 

*) Von W. Sailer-Vellahn, Mecklenburg. 

5) O. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 159, S. 432 (1925). 

*) Nach O. Meyerhof beruht die vou ihm beobachtete Aktivierung 
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neter und frischer Loéwenbriauhefe, aus frischer Oberhefe der 
Sinner A.-G., aus Kalbs-, Schweine- und Taubenmuskel. In 
der Regel trat eine geringfiigige Verlangsamung der Reaktion 
ein. Nur in einem Falle, bei Zusatz von Leberkochsaft zu 
einer gealterten Glyoxalaselésung, die aus derselben Leber ge- 
wonnen war, beobachteten wir eine ganz schwache Erhéhung 
des Umsatzes. 

Wir kommen zu dem Schlub, da8 Insulin und Co-Zymase 
weder als Aktivatoren noch als Hemmungskérper in die Re- 
aktionen Methylglyoxal - Milchsiure bzw. Phenylglyoxal > 
Mandelsiure eingreifen, soweit sich diese Reaktionen losgelést 
von der Zellstruktur enzymatisch verwirklichen lassen. 

Die Verschiedenheit von Insulin und Antiglyoxalase, die 
aus unseren Versuchen klar hervorgeht, zeigt, daB die Bauch- 
speicheldriise neben dem Insulin noch eine andere wirksame 
Substanz erzeugt, die eine Teilreaktion des Zuckerstoffwech- 
sels zu beherrschen scheint. 

Ks ist noch nicht bekannt, ob und auf welchem Wege 
die Antiglyoxalase ins Blut und in die Gewebe gelangt. Wir 
vermégen ihre physiologische Bedeutung noch nicht zu um- 
grenzen. Die enzymatische Bildung von Milchsaure aus Methyl- 
glyoxal stellt nach den Untersuchungen von O. Warburg, 
Q. Meyerhof und unserer voranstehenden Mitteilung unter 
normalen Umstianden nicht die geschwindigkeitsbestimmende 
Teilreaktion der Glykolyse dar. Eine Hemmung der Glyko- 
lyse kommt — das intermediire Auftreten von Methylglyoxal 
immer vorausgesetzt — nur bei Gegenwart sehr bedeutender 
Mengen von Antiglyoxalase in Frage. 

Den Ausgangspunkt fiir eine eingehendere Bearbeitung 
der Antiglyoxalase werden die folgenden Tatsachen bilden, die 
eine weitgehende Abgrenzung des Hemmungskérpers von anderen 
Bestandteilen des Pankreas heute schon gestatten: 

Die Antiglyoxalase ]iBt sich frei von Insulin gewinnen. 
Sie ist, wie H. D. Dakin und H. W. Dudley als erste fanden, 


der Methylglyoxalase durch Kochsaft von Gehirnsubstanz und Muskulatur 
nicht auf der Anwesenheit eines ultrafiltrierbaren Co-Ferments. 
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in stark trypsinhaltigen Pankreatinpriparaten vorhanden, die, 
wie wir heute wissen, ohne Insulinwirkung sind. Vom Trypsin 
konnte sie auf Grund ihrer gréBeren Resistenz gegen Alkali 
unterschieden werden. Bei den wns zur Verfiigung stehenden 
Pankreaspriparaten gelang es allerdings nicht, durch Alkali. 
behandlung, wie sie von H. D. Dakin und H. W. Dudley, 
sowie von D.L. Foster zur Trypsinzerstérung ausgefiihrt wurde, 
proteasefreie Antiglyoxalasepriiparate zu erhalten. Dic anti- 
glyoxalatische Wirkang ging zuriick, wihrend noch bedeutende 
Trypsinmengen nachweisbar waren. Dafiir ist es gelungen, 
Trypsin vollkommen frei von Antiglyoxalase zu erhalten uni 
so die Verschiedenheit beider Stoffe sicherzustellen. 

Das Insulin kann, wie bekannt, nur durch Beseitigung 
bzw. Zerstérung des Trypsins in haltbarem Zustande gewonnen 
werden. Wir erbringen den Nachweis, daB es vollkommen fre! 
von Antiglyoxalasewirkung darstellbar ist. 

Die Abtrennung der Antiglyoxalase von ‘Trypsin ge- 
lingt mit Hilfe der von R. Willstatter ausgearbeiteten 
Adsorptionsmethoden. Besonders geeignet fiir den vorliegende: 
Zweck ist die Anwendung von Tonerde Cy nach R. Will- 
stitter und H. Kraut.4) Aus den Glycerinextrakten der 
Bauchspeicheldriise wird unter den Bedingungen, die E. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Harteneck?) fiir die Trennung vou 
Trypsin und Erepsin gewihlt haben, die Antiglyoxalase vom 
Adsorbens autgenommen. Die trypsinreiche Mutterlauge ist 
mit und ohne Zusatz von Enterokinase ohne EinfluB auf das 
glyoxalatische Enzym. 


Ixperimenteller Teil, 


Die Methodik der reaktionskinetischen Messungen ist in 
der voranstehenden und in der nachfolgenden Arbeit austihrlic) 
beschrieben. Die Enzymlésungen sind, wenn nichts anderes 
angegeben, waSrige Ausziige aus Schweincleber. 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 147, 8, 286 (1925). 
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1. Versuche mit Insulin. 
Die Anzah} never klinischer Einheiten') in je 1 mg der 
angewandten Insulinpraéparate betrug: 


Insulin Lilly. . . . . 10,0 Insulin Organon Oss . . 1,1 


er Insulin Schering. . . . 0,95 

Krystallisiertes Insulin enthalt nach J. J. Abel*) 100 bis 
125 Einheiten pro mg. 

Dab Methylglyoxal ebenso wenig wie Glucose in wibriger 
Lésung durch Insulin verindert wird, zeigen die jodometrischen 
Bestimmungen der Tab. 1. Der Reduktionswert der Gemische 
entspricht auch nach lingerem Stehen genau der Summe des 
Jodverbrauchs fiir Methylglyoxal allein und fiir Insulin allein. 


ry : 
labelle 1. 
Methylglyoxal und Insulin 
Ansiitze: Nr. 1.’ 9,58 mg Methylglyoxal + 10 cem m/5-Phosphat py 
7,5+5 Einh. Insulin Schering I zu 19 cem; Kinwirkungsdauer 3 Stunden 
bei 30°; die Kontrollversuche ,,fnsulin allein“ und ,,Methylglyoxal allein“ 


— sind bei gleichem p,;, und Reaktionsvolumen ausgefiithrt. — Nr. 2. Mit 


10 Einh. Insulin Schering I. — Nr. 8. Mit 2,5 Einh., Nr. 4 mit 8 Eioh. 
Insulin Organon Oss. —- Nr. 5. 12,7 mg Methylglyoxal + 10 cern m/5- 


Phosphat py = 7,5 + 8 Einh. Insulin Schering II zu 18 ecm; Einwirkungs- 
dauer 5'/, Stunden bei 30°. 


Jodverbrauch in cem n/10-Lé-ung. 








7 Methyigl. | Methylgl. 
Methylglyoxal Insulin aed hill 
Nr. hy . + [psulin + Insulin 
allecin allein | 

eet, ' ber. 
1 2,66 0,18 2,82 2,84 
a 2,66 0,36 3,00 3,02 
3 2,66 0,11 2,77 2,17 
4 2,66 0,36 2.99 3.02 
a 3,54 0,16 3,72 3,70 











') A.Grevenstuk u. E. Laquer, Insulin, J. F. Bergmann, Miinchen 
1925, 8. 158ff. Definition VI nach E. Laquer, Klin. Wochenschr. Jahr- 


_ gang 3, 8. 440 (1924). Unsere obigen Angaben sind abgeleitet aus den 
/ Angaben der einzelnen Fabriken iiber die Wirkungsstiirke pro 1 ecm 


und aus dem Trockengehalt der Lésungen, den wir selbst bestimmten. 





“) Proc. Nat. Acad. Seiences, Bd. 12, S. 132 (1926). 
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Tabelle 2. 
Hemmung der Methylglyoxalase durch verschiedene Insulinpriiparate. 
5 = Se) acd 
Ges.- |Einw.-| Cem n/10-Jod ors Methylgl. (mg) | + = | .8 = = <i. 
. . Enzym Angew. Insulin. Si ST] .9:5] LO 
= Nr. i Pu Vol. | dauer as Se [egosl ev 
© (cem) priparat ’ . a | Se iiSei gs 2 
= (ecm) | (Std.) | Haupt- mi Kontr, | & & gef. | angew. en toh Ss S = 
2 , | versuch | ra | wa > alas | 
a 1] 2,00 PreBs. 7,5 | 9,00] 2'/, | 22,52 | 21,83 | 1,19 4,3 7,8 | 45 48,7 ~ 
= 21 2,00 ,, 40 Einh. Germano] 7,5 9,00} 2'/, | 23,80 21,60 | 2,20 7,9 7,8 0,0 0,0 100 
Ec 3] 2,00 ,, 20 ,, Schering} 7,5 9,00} 2'/), | 23,89 21,70 | 2,19 7,9 7,8 0,0 | 0,0 | 100 
bet 4 2,00 _ ,, — 1,5 12 4 27,51 23,28 4,23 15,2 | 19,4 22 28,6 — 
62 5 | 2,00. ,, ts 7,5 | 14,5 4 29.05 2425 | 4,80 | 17,3 19,4 11 8,0 12 
“ 6 | 10,0 Auszug a 7,5 | 35 34/, | 15,97 | 14,10 | 1,87 6,7 11,9 44 4,2 se 
- T1169 ., 0 4 ” 1,5 | 85 31). 16,81 14,30 | 2,51 9,0 11,9 24,6 2.3 45 
- 81100 ,, de 7,5 | 25 6 12,10 910 | 300] 10,8 | 15,1 | 28 2.3 
= 9/100  ,., 10, - 7,5 13 6 16,82 9,40 | 7,42] 26,7 30.2 | 11,71 1,4 39 
5 101100 _,, _ 7,5 | 35 18 12,20 10,2 2,00 7,2 15,1 52 1,6 _ 
™ Uims ,, 20 ,, ° 7,5 | 85 18 13,43 10,16 3.27 11,8 15,1 22 0,6 62,5 
= ree , — 7,5 | 24 31/, | 13,15 9,81 | 3,34 12.2 13,9 18,5 1,6 — 
& 13] 10,0 ,, 4 ,, Bayer 7,5 | 24 31), | 13,19 9,79 | 3,40 2,0 13, 11,! 1,3 18,8 
> 141/100 ,, 20, - 7,5 | 24 31/, | 13,77 10,00 | 3,77 cs 13,9 24} 04 1) 
m 161100 ,, _ 7,5 | 25 6 12,10 9,10 | 3,00] 10,8 15,1 | 28 2,3 me 
161 10,0 ,, 15 ,, Org. Oss] 7,5 | 30 6 12,80 9,30 | 3,50 | 12,6 15,1 16,7 | 1,26] 45 
17] 10,0 ,, 10 , A.B. 7,5 | 30 6 8,12 9,40 | 3,72 | 13,4 15,1 11,4 | 0,66] 71,3 
is | 10,0, os 7,5 | 32 20 14,29 12,78 | 1,51 544 240 | 77,3] 9,8 — 
19} 10,0 ,, o , &8B.1 1,5 | 82 20 17,09 14,75 | 2.34 842 240 | 649] 6,1 37.8 
= wine , it 7,5 | 82 20 14.41 12,78 | 1,63 5,87 24,0 | 75,6] 9,2 “ 
@o 21/100 ,, 40 ., Lilly 7,5 | 32 20 15,11 13,49 | 1,62 5,83 24,0 | 75,71 9,2 0,0 
r= 
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Der Reduktionswert der Enzymlésungen wird, namentlich 
bei lingerer Versuchsdauer, durch das Insulin in manchen 
Fillen ein wenig erniedrigt, in anderen etwas erhodht, so dab 
immer ein Kontrollversuch ohne Substrat auszufiihren ist. 

In Tab. 2 stellen wir Beispiele fiir die Hemmung der 
Methylglyoxalase durch verschiedene Insulinpriiparate zusammen. 
In der vorletzten Spalte ist die Anzahl Glyoxalase-Einheiten 
angegeben, die sich nach der Zeitumsatzkurve Fig. 4 der vor- 
anstehenden Mitteilung berechnet. Die letzte Spalte gibt Pro- 
zente Hemmung, ausgedriickt in Glyoxalase-Einheiten, an. Die 
hemmende Wirkung eines bestimmten Insulinpriiparates ist 
nicht nur von der Menge der vorhandenen Knzymeinheiten, 
sondern auch von der Natur der beniitzten Knzymlésung ab- 
hingig. In den PreBsiften ist das Enzym hemmenden Kin- 
fliissen anscheinend leichter zugiinglich als in den wiibrigen 
Ausziigen (vgl. z. B. Nr. 3 und 7 der Tab. 2). 

Die Mandelsiurebildung aus Phenylglyoxal wird nach den 
Tab. 3 und 4 durch die einzelnen Insulinpraparate in ihn- 
licher Weise beeinfluBt wie die Methylglyoxalreaktion, In 
quantitativer Hinsicht finden wir, da& bei anniihernd gleichem 
Verhiltnis von Enzym zu Insulin die Cannizzaro-Reaktion beim 
Phenylglyoxal etwas weniger gehemmt wird als beim Methyl- 


_ glyoxal. Wir erwarteten das Gegenteil, da die Affinitit der 


Glyoxalase zum Phenylglyoxal erheblich niedriger ist als zur 
Methylverbindung, méchten aber dem gefundenen Unterschied 
keine gréBere Bedeutung beimessen, weil es sich nicht um 
unmittelbare Vergleiche handelt, die mit ein und derselben 
Knzymlésung angestellt sind. 

Insulin Lilly, das ohne Einflu8 auf die Milchsiurebildung 
ist (Nr. 20 und 21, Tab. 2), hemmt auch die Disproportionierung 


des Phenylglyoxals nicht (Nr. 7 und 8, Tab. 4). Von den 


beiden ,,A. B.“-Priiparaten ist I, das beim Methylglyoxal nur 


_ geringe Wirkung zeigte, beim Phenylglyoxal wirkungslos, II 
; hemmt Milchsiiure- wie Mandelsiiurebildung bedeutend (Nr. 10—12 
: und 14—16, Tab. 3). Durch !/, stiindiges Erhitzen der unreinen 
_ Insulinlésungen auf etwa 90° wird die Antiglyoxalasewirkung 
: zerstort (Nr. 4, 7 und 17, Tab. 3). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLX. 11 
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2. Co-Zymase. 

Die Co-Zymaselésungen wurden durch 1/,stiindiges Kochen 
von Hefe mit 1 — 1?/, Teilen Wasser bereitet. Zu den Ver-. 
suchen diente das mit 'Toluol versetzte klare Filtrat. Bei der 
Darstellung von Co-Zymase aus frischem Muskel hielten wir 
uns an die Angaben von O. Meyerhof.’) 

LiBt man Hefe — oder Muskelkochsaft auf Methylglyoxal- 
lésung einwirken, so macht sich eine zeitliche Abnahme des 
Reduktionswertes bemerkbar, die beim Muskelkochsaft sehr 
bedeutend ist. In 20 Stunden verschwinden z. B. bei 30° von 
(j2mg Methylglyoxal nahezu ?/,, von 14,4mg tiber die Haltte. 

Methylglyoxal + Muskelkochsaft. 
Je 5eem Muskelkochsaft (aus Kalbslende) auf 7,2 mg Methylglyoxal, 
Versuchsdauer 21'/, Stunden, 30°. py = 7,5. 








4 Deo LZ 
7 f = =6s cem_=—n/i0-Jod Differenz Methylgl. (mg) Proz 
NY. : : verschw. 
x Fi r } Jod . 1 } 
Haxptv. Kontrolly. got, angew. | Metbylgl. 
1 6,06 | 5,37 0,69 2,5 7,2 65"), 
2 | 725 | 548 | 41,97 6.4 14,4 56 











Beriicksichtigt man diesen Hffekt bei den Enzymversuchen, 
so ergibt sich keine Aktivierung. Es findet im Gegenteil wie 
bei den Versuchen mit Phenylglyoxal (Tab. 6) Hemmung statt. 
Im folgenden ru wird der Umsatz durch den Muskel- 
kochsaft von 26'/,°/, auf 59°/, erhébt. Der Kontrollversuch 
ohne Enzym liefert aber nahezu denselben Umwandlungsgrad, 
niimlich 56 °/,. 

Ks liegt offenbar eine nicht enzymatische Reaktion zwischen 
Ketoaldehyd und Bestandteilen des Kochsaftes vor. 

Bei der Phenylglyoxal-Umlagerung bewirkt Zusatz von 
Co Zymaselésungen (Tab. 6) meist geringfiigige Reaktions- 
verzogerung (0—17°/, Hemmung). 

Die Hemmung durch Pankreaspriparate priiften wir mit 
einem aus der Bauchspeicheldriise des Schweines nach R. Will- 


1) Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918) und Bd. 102, S. 1 (1918). 
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Tabelle 3. 


Insulin und Co-Zymase in ihren Beziehungen zur Glyoxalase usw. 


Phenylglyoxalase und Insulin. 


Mande'siiure aus jedem Ansatz in 10 ccm Wasser gelést, im 2 dm-Rohr polarisiert. 
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Be 
5 Zusatz Pr = ep 
1} 80 — 7,0 0,144 

9 “BO ‘oil 7,5 ines 

8 | 80} 100 Linh. Schering 7,5 | 0,144 
4) BO; 100... $9 evekocht 7,5 | 0,144 
100 -— 7,55 | 0,385 
190,100 ,, Schering 7,65 | 0,385 
10}100 =. 4 7,65 | 0,385 


80 — 8,0 | 0,250 
B0}190 = ., Schering 0,250 
0,200 
52 0.200 
wo 0,200 
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Tabelle 4, 
Gereinigtes Insulin ist ohne 
Mandelsiiure aus jedem Versuch in 10 eem Wasser 
2 dm-Rohr polarisiert. 














L} 50 ~~ i, | 0,277 
2) 50 — 7,5 | 0,277 
3} 50 — 1,5 on 

‘i. 67 Kinh. Organon Oss 7,5 | 0,277 
>} 50 45 ,, dsgl. 7.5 | 0,277 
by 50 90, dsgl. 7.5 | 0,277 
i 1 — 7,65 | 0,300 
3) 50 4, Lilly 7,65 | 0,300 
d] 80 _ 7,75 | 0,300 
J} 80 50 ,, A.B. Brand I 7,75 | 0,300 
| 80 ~— 7.75 | 0.300 
2] 80 50, A.B. Brand I 7.75 | 0,300 
8 — 7,75 | 0,800 
t}@! 8650 «SAB. Brand I 7,75 | 0,300 
>} 80 — 7,75 | 0,300 
' 80 504, A.B. Brand I 7,75 | 0,300 


D9 | 0,200 | 


5 10,400 | 





Vol. | dauer 
(cem) | (Std.) 
155 15 
155 15 
155 Ld 
155 15 
157 22! 9 
157 oF" 9 
157 | 22°/, 
125 20 

| 125 20 

' 4 ee 

| 125 | 17, 
125 iF, 
125 iT}. 

| 398 1%"). 

|} 155 i7*/. 

| ae - re | 

Lis) 17 9 

| 155 | 174), 

1d5 17! , 





EinfluB. 


Ges.- | Kinw.- 





(°) 


— 1,05 
—0,75 
1.07 
1,90 
— 1,35 


1,83 


— 1,438 
- toe 


—~ 0,62 
— 0,60 


—9,31 
- 0,46 

2,13 
- 1,99 
— 1,80 
— 2,05 








Hem- 


mung 


0 
0 


aufyenommen; Liésung im 


115 18 
L115 18 
115 18 
120 29 
120 29 
110 449 
L110 }* 
110 4” 
110 


110 $5 20 
110 9()90 
110 2()0 








sD ts 


— 0,98 
~ 1,00 
+ 0,00 
+0,00 
— 0,98 
—(),99 
— 1,09 
— 1,09 
~ 0,40 
—() 4] 
; —0,86 
| —0,87 
| —1,36 
~1.37 
— 2,13 
~2,13 
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2. Co-Zymase. 

Die Co-Zymaselésungen wurden durch 1/,stiindiges Kochen 
von Hefe mit 1 — 17/, Teilen Wasser bereitet. Zu den Ver- 
suchen diente das mit Toluol versetzte klare Filtrat. Bei der 
Darstellung von Co-Zymase aus frischem Muskel hielten wir 
uns an die Angaben von O. Meyerhof.) 

Lift man Hefe — oder Muskelkochsaft auf Methylglyoxal- 
lésung einwirken, so macht sich eine zeitliche Abnahme des 
Reduktionswertes bemerkbar, die beim Muskelkochsaft sehr 
bedeutend ist. In 20 Stunden verschwinden z. B. bei 30° von 
ij2mg Methylglyoxal nahezu */,, von 14,4mg tiber die Halfte. 


Methylglyoxal + Muskelkochsaft. 


Je 5eem Muskelkochsaft (aus Kalbslende) auf 7,2 mg Methylglyoxal, 
Versuchsdauer 21'/, Stunden, 30° py = 7,5. 





fer mo a kw UR ee : oe oe 


ins 

} ccm n/i0-Jdod Differenz Methylgl. (mg) Proz 
NE. ts verschw. 

r OO . 

Hauptv. Kontrolly. got. angew. | Methylgl. 
1 6,06 | 5,37 0,69 2,5 7,2 65"), 

i | /2 
2 4 225 | 648 § Ah 6,4 14,4 56 











Beriicksichtigt man diesen Hffekt bei den Enzymversuchen 
5 J ; 
so ergibt sich keine Aktivierung. Es findet im Gegenteil wie 
bei den Versuchen mit Phenylglyoxal (Tab. 6) Hemmung statt. 
Im folgenden Beispiel wird der Umsatz durch den Muskel- 
/o 
ohne Knzym liefert aber nahezu denselben Umwandlungsgrad, 
0O/ 


/o° 

Kis hegt offenbar eine nicht enzymatische Reaktion zwischen 
Ketoaldehyd und Bestandteilen des Kochsaftes vor. 

Bei der Phenylglyoxal-Umlagerung bewirkt Zusatz von 


kochsaft von 26'/,°/, auf 59°/, erhébt. Der Kontrollversuch 


nimlich 56 


Co Zymaselésungen (Tab. 6) meist geringfiigige Reaktions- 
verzogerung (O—17°/, Hemmung), 

Die Hemmung durch Pankreaspriparate priiften wir mit 
einem aus der Bauchspeicheldriise des Schweines nach R. Will- 


') Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918) und Bd. 102, S. 1 (1918). 
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Tabelle 3. 


Phenylglyoxalase und Insulin. 





ande'siiure aus jedem Ansatz in 10cem Wasser gelést, im 2 dm-Rohr polarisiert. 
































































er Ys _ xe 1 
} 3s (7es.- Kinw.- Hem- 
b> a r AS , ot 
t| eS Zusatz Pu =ep | Vol. | dauer 0 mung 
ES Bs ~ ae ‘ ( 
’ ~ (ecm) (Std.) ' 0 
it 
tj} 80 ame 7,9 0,144 155 | 15 —1,05 — 
91 s0 — 40 — 155 1 + 0,05 — 
31 80} 100 Kinh. Schering 7,5 | 0,144] 155 | 15 —0,75 | 28,6 | 
4} soii100. .. is cekocht 7,D 0.144 } 155 15 1,07 0.0 ’ 
; t ’ ? 
5 | 100 _ 7,55 10,885 | 157 | 221), ]—1,90] — 
lb} 100/100 .. Schering 7,65 | 0,385 | 157 | 22'/, | —1,35 | 29 
1/100]100_,. ‘s 7,65 | 0,385 | 157 | 22'/, [—1,83 | 3,7 
8} 80 — 8,0 0,250} 125 20 — 1,43 as 
9! so}100 ., Schering 8.0 | 0,250} 125 | 20 —1,10 } 23,1 
R F . 
0} 50 7,5 10,200] 125 | 17, |}-0,62] — 
EF) 50 “ne 7.5 | 0,200} 125 | 17'/. | —0,60 — 
@, 50] 70 ., A.B. Brand Il 7,5 10,200; 125 | 173, | —9,31 7 50 
Bi 50; i, Schering 7,5 [0,200] 125 | 17'), | —0,46 | 25 
f| 75 ™ 7,5 10,400{ 155 | 17!/,|—-2,13] — 
5} 75] 40 A. B. Brand I 7,5 70,400} 155 | 171/, | —1,99 6,6 
6; 75]100— ., dsgl. 7,5 70,400} 155 | 17'/, | -—1,80 | 15,5 
T; 757100 ,, dsel, gekocht} 7,5 | 0,400; 155 | 17°, | —2,05 Se 
VTabelle 4. 
Gereinigtes Insulin ist ohne EinflubB. 
Mandelsiiure aus jedein Versuch in 10 cem Wasser aufgenommen; Lisung im 
2 dm-Rohr polarisiert. 
. | 
1] 50 wen io [0,277] 115 }18 |-0O98]| — 
2} 50 — 7,5 | 0,277] 115 | 18 — 1,00 
50 _ 1,5 — | 115 | 18 | +0,00 " 
_ 67 Kinh. Organon Oss 7,5 | O,277] 115 | 18 +0,00 -— 
50 45 ,, ds¢l. 7,5 | 0,277] 115 | 18 — 0,98 0,0 
30 $0. «Coa, dsgl. 7,5 | 0,277] 115 | 18 — 0,99 0,0 
75 _ 7,65 10,300] 120 | 25 =F 
8 i 75 50 , Lilly 7,65 | 0,300 7 120 ] 25 — 1,09 0,0 
9] 80 — 7.75 | 0,300 7 110 49 |}-0,40] - 
0} so 50 ,, A.B. Brand I 7,75 | 0,300 | 110 14) | —0,41 0,0 
1} 80 ow 7,75 10,300] 110 | 4° |}-os6] — 
2/ so 50 ,, A.B. Brand I 7.75 | 0.300] 110 400 — 0,87 0,0 
3] 80 — 7,75 | 0,300 7 110 87°) | —1,36 — 
#/ 80 50, «=A. B. Brand I 7,75 | 0,300 | 110 $9 | —1,37 0,0 
do] 80 ~ 7,75 | 0,300] 110 | 20° | —2,13 _ 
68 SO 50 - A. B. Brand IT 7,15 0,300 110 20° —2,13 0,0 
a 
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Tabelle 5. 


Die Einwirkung von Glyoxalase und Muskelkochsaft 
auf Methylglyoxal. 





























- kg ceem n/10-Jod] pir Methylgl. | 9, |= = 
Nr} SS] Zusatz | py] tf. Jod pon he a 
=] & | H.-V.|K.-V.] °°" | 8ef | cow, =i 
ifioo] —~—  |7,5]16}30 12,44 | 9,501 2,91] 10,6 14,4 | 264), | 0,72 
2 110,01 6eem |7,5}16|380] 16,47 | 14,84]1,68] 5,9 14,4159 | — 
Muskel- | 
kochsaft 
3) — - TOPIGESO] 7,17. 5,407 1,77] 6,4 14,4] 56 — 








Hefekochsaft aus 80 g frischer Branntweinhefe, mit 125 cem Wasser 
1/, Stunde gekocht. 
Bei p;, = 7,5 wurden 7,2 mg Methylglyoxal 15 Stunden lang der Ein- 
wirkung von je 5 ecm dieses Hefekochsaftes ausgesetzt; 30°. 








cem n/10-Jod Differenz Methylgl. (mg) Proz. 
Nr. : verschw. 
Jod 


Haupty. |Kontrollv. } gef. angew. | Methylgl. 


- a . y 
| 4,08 | 2.50 1,58 5.7 7,2 21 

















2 4,03 | 2,50 1,53 5,5 7,2 231), 


Je 7,9 com Muskelkochsaft, p,;,, = 7,5, 80°, auf 18,0 mg Methylglyoxal. 
Gesamtvolumen 22 ecem, davon je 10,0 cem fiir die Titration entnommen. 








eem n/10-Jod | Einw.- Ditt Diff. | Methylgl. (mg)} Proz. 
Nr. am Dauer Jod kerr. Tir verschw. 
4) 1} r ; ‘ C ar nf « TA Y 
Uanpty. trolly, | (Std.) ° 2° com cel. | angew.| Methylgl. 
ta | 3,91 | 2,25 4 | 1,86 3,65 13,1 | 18,0 27 
} > ~ € rr oP? | bed 
b 3,90 | 2,V 21 O94 mE byé | 12,0 57 
2a | 3,94 | 2.28 4 | 1,66 3,65 18,1 18,0 27 
b | 3,00 ; 2,038 | 21 10,97 | 2,13 72 | 160 57 




















stiitter und EK. Waldschmidt-Leitz’) dargestellten Trocken- 
pulver. 1g enthielt 80 Trypsineinheiten. Durch 18 stiindige 
Behandlung dieses Pulvers mit 50 Teilen 1°/iger Sodalésung 
bei 30° erhielten wir das zu Versuch 3. beniitzte Produkt. 
Der Hemmungseffekt ging von 52 auf 37 °/, zuriick, der Trypsin- 


') Diese Zs. Bd. 125, 8. 182 und zwar S, 148 (1922/23). 
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gehalt sank auf etwa 70°/,. Starke Hemmung bzw. Enzym- 
zerstérung bewirkte Zusatz von ,,akadiastase“ (von Sankyo & Co., 
Tokio, Versuch 6 und 7), wihrend Papain*) (Succus carycac 
papayae, E. Merck*) ohne bedeutenden Kinflu8 war. 


3. Trennung von Trypsin und Antiglyoxalase. 


Geklirter Glycerinauszug aus Schweinepankreas wurde 
durch 6 malige Behandlung mit Tonerde Cy bei p,, = 3,8 nach 
der Vorschrift von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harte- 
neck*) von Erepsin befreit. Die Restlésung, die zur Priifung 
auf Antiglyoxaiase diente, enthielt in 5ccm 5 T'rypsineinheiten. 
Ks war, wie ‘Tab. 7, zeigt keine Hemmung der Glyoxalase fest- 
zusicllen. 

Pankreaspulver von gleichem 'Trypsingehalt hatte den 
Drehungswinkel um mindestens 0,35° erniedrigt. 


my 
Tabelle 7. 
Enzym: WiBriger Auszug aus frischer Schweineleber (1:4); je 30 cem 
in/5-Phosphatpuffer von py = 7,6; 30°. Keine Inkubationsdauer; Ver- 
suchszeit 22 Stunden. 




















Ny. ia iow Zusatz Phenyigl.| Ges.-Vol. Side tis 
(cem) (g) (ccm) (°) 
i} 80 ie 0,3 120 ~ 1,86 
2 80 5ecm Trypsin .. . 0,3 120 — 1,90 
3 | 80 wt 0,3 120 — 1,86 
4 80 5ecem Trypsin + 2 ecm 
Enterokinase . . . 0,3 122 —1,85 


Die Kinasemenge fiir Versuch 4 war so bemessen, dab 
maximale Aktivierung des Trypsins erzielt wurde. 


1) Der Versuch 9 wurde ohne Aktivierung mit Blausiiure aus- 
gefiihrt. 

*) Vgl. beziiglich der proteolytischen Wirkung dieses Priparates 
R. Willstiitter u. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 138, 8. 184 (1924). 

*) Diese Zs. Bd. 147, 8. 286 (1925). 




















— 
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4. Addition verschiedener Glyoxalasen. 


Eine eigenartige Erscheinung beobachtet man, wenn zwel 
Glyoxalaselésungen verschiedener Herkunft gleichzeitig aut 
Phenylglyoxal einwirken. Mischt man Leberauszug und Muskel- 
prebsaft, die fir sich allein in gleichen Zeiten nahezu gleich- 
viel d(-)Mandelsiiure bilden, so tritt keine Erhéhung des Um- 
satzes gegenitber dem Versuch mit Muskelprefsaft allein auf. 
Bei Anwendung von Leberauszug + glyoxalasehaltigem Auto- 
lysat aus Léwenbriuhefe war sogar der Drehungswinkel im 
Additionsversuch geringer als der mit Leberauszug allein er- 
azielte. Die Ursache der Erscheinung, die nach Bestimmungen 
der Gesamtmandelsiure nicht auf Anderung der optischen 
Spezifitit beruht, kennen wir nicht. Das Hefeautolysat hemunt, 
obwohl es selbst stark aktiv ist. 


Tabelle 8. 


Gegenseitige Hemmung von Glyoxalaselisungen. 


gr ¢ 
Enzym: WabBriger Auszug aus frischer Schweineleber (1:4). Keine 
Inkubationsdauer; 380°, Mandelsiiure in 10 cem Wasser gelodst, im 2-dm- 


tohr polarisiert. 





























1 a Ee: Ges. } Einw. z al 
Nr] & : Zusatz Pu | 2 | Vol.|Dauer} “ 5 a 
— ~ (cem)} (Std.) (°) = 
1 | 100 _ | 7,65 | 0,385 | 157 | 221/, |-1,90] — 
2] — | 20cem Hefeautolysat | 7,65 | 0,385 | 157 | 22'/, |—0,80} — 
3 | 100 dgl. 7,65 | 0,385 | 157 | 221), | —1,64] 2,70 
4} 75 on 7,65 | 0,300] 120 | 25 |—1,09] — 
5 — | 8cem MuskelpreBsaft | 7.65 | 0,300 | 120 | 25 —1,21] — 
6| 7 dgl. 7,65 | 0,300} 1zo | 25 |—1,20] 2,30 


Das Hefeautolysat, das zu den Versucnen der Tab. 8 
benétigt wurde, stellen wir aus 50 g Liwenbriiuhefe und 20 ccm 
Wasser unter Zusatz von 5 ccm Chloroform dar. Es wurde 
fortlaufend mit 1°/,iger Sodalésung gegen Lackmuspapier 
neutralisiert und nach etwa 5 Stunden von den Hefertickstiinden 
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abfiltriert. Den PreBsaft gewannen wir aus 80g Schweine- 
fleisch (Rippenstiick) unter Zusatz von Kieselgur in der Buchner- 
presse bei 300 Atmosphiren. Ausbeute 17 ccm. 


Fir die Uberlassung von Trypsin- und Kinaselésungen 
sind wir Herrn Privatdozenten Dr. EK. Waldschmidt-Leitz 
zu groBem Danke verpflichtet. 

Die Trypsinbestimmungen hat Herr G. Kiinstner aus- 
gefiihrt, dem wir fiir seine freundliche Unterstiitzung herzlichst 
danken. 





Bet es 


Uber die Elution verschiedener Peptidasesysteme und die 
Elutionsaktivierung. 
Von 


A. Fodor und R. Schoenfeld. 


—_———————_——. 


(Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitit 
in Jerusalem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1926.) 


In mehreren an anderer Stelle mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen!) wurde von uns die Eluierbarkeit der Hefepeptidase 
aus Kaolinadsorbaten dargetan. Im zusammenfassenden Uber- 
blick diirfen wir unseren Resultaten die folgende Form geben: 

Im Hefemacerat befindet sich der spezifisch wirksame 
Anteil des gesamten /ermentsystems, den wir mit dem Namen 
,zZymohaptische Substanz (zy. S.) bezeichnen, und der sich 
durch seine nachweisliche Unselbstindigkeit und daher auch 
Undarstellbarkeit in isolierter Form charakterisieren laBt, an 
den kolloiden Trager Phosphorprotein gebunden. Dieser Trager 
ist jedoch unspezifisch und austauschbar. Bis heute gelang 
dieser Austausch durch Adsorbenzien wie Kaolin und ins- 
besondere durch Glykokoll. Auf der Ersetzbarkeit des Trigers, 
den wir allgemein als ,,zymophore Substanz“ bezeichnen wollen, 
durch Glykokoll, beruht die Kluierbarkeit der zy.S. aus gewissen 
Kaolinadsorbaten, nimlich aus denjenigen, in denen der Komplex 
(Phosphorprotein <> zy. 8.) an Kaolin gebunden ist. Durch 
Glykokoll uneluierbar dagegen ist der Komplex Kao<-—~zy.S., 
den man bei der Adsorption der Glykokolleluate durch Kaolin 
(= Kao) erhilt. 


1) A. Fodor, A. Bernfeld und R. Schoenfeld, Koll. Zs. Bd. 37, 
S, 82, 159 (1925), 


~ 
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Danach haben wir folgende Fermentsysteme zu unter- 
scheiden, soweit Adsorptionen und Elutionen mit Kaolin bzy, 
mit Glykokoll an Maceraten der Peptidase vorgenommen werden: 

Form 1. Protein<— zy. S. im Macerat; | 

Form 2. Kao <-> Protein <— zy. 8S. im Kaolinadsorbat 
des Macerates (sog. ,,erstes Adsorbat*); 

Form 3. zy.S8.<—>X im Filtrat dieses Adsorbates, wo 
X gewisse, noch unbekannte Trager bedeutet; 

Form 4. Glykokoll <-> zy.S.im Eluat des Kaolinadsorbates. 
Es werde hierbei betont, dab diese Kiution bisher mit keiner 
Loésung gegliickt ist, nur mit einer solchen von Glykokoll. Auch 
andere Aminosiiuren sind unwirksam (dariiber s. u. mehr). 

Form 5. Kao<->zy.S. im sogenannten ,,zweiten* Adsorbat. 
das man durch die Kaolinadsorption des Glykokolleluates gewinnt. 
In dieser Form ist die zy. 8S. nicht wieder eluierbar. Das 
,erste’ und das ,,zweite* Adsorbat unterscheiden sich somit ganz 
wesentiich voneinander durch die Wirksamkeit des Glykokolls. 

Ks hat sich herausgestellt, da& auch das erste Adsorbat 
aus Hefemacerat nicht frei von der Form 5 ist, d. h. daB nur 
ein gewisser Anteil der Aktivitit, also der zy. S., der Elution 
unterliegt, nimlich jener, der der Form 2 entspricht. bei 
Maceraten aus Leguminosensamen erhilt man lediglich die 
Form 5 bei der Kaolinbehandlung, so daB man hier iiberhaupt 
keine Glykokolleluate darzustellen in der Lage ist.) 

Die Erklirung dieses Verhaltens geht auf die Anuahme 
einer bedeutenden Lockerung der adsorptiven Bindung zwischen 
dem Protein und einem ‘Teil der zy.S. bei der Kaolinbehandlung 
des Macerates zuriick. Diese Lockerung zieht bei der Hete 
eine partielle, bei den Leguminosensamen dagegen eine totale 
Ablésung der zy. S$. nach sich. Sie wird an jene unbekannte 
Stotie X verankert, wodurch Form 3 gebildet wird, aus der 
durch weitere Kaolinmengen Form 5 hervorgeht: 

Prot. <-> zy.5. + Kao > Kao <—> Prot. <-—> zy. 8. > Kao <—> Prot. 

+ zy.S<->X szy.S<-—>X+ Kao > Kao<—>zy.S5+ A. 

3 ) 








') A. Fodor und R. Schoenfeld, Koll. Zs. Bd. 89, 5. 56 (1926). 
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Mit Hilfe einer geeigneten Adsorptionstechnik?) gelingt es, bei 
der Hefe die Entstehung der Form 2 zu begiinstigen, die von 
5 dagegen zu hemmen, wodurch die Aktivitit des Eluates ge- 
steigert werden kann. 

Allen diesen verschiedenen Milieus der zy. S. entspricht 
auch eine unterschiedliche Haltbarkeit. Diese ist von der 
Natur des Trigers, also der zymophoren Substanz, abhingig. 
Hierbei ist hervorzuheben, daB diese letztere in beinahe voll- 
kommener Weise ihre eigene Natur dem ganzen Fermentsystem 
autzwingt. Sowohl die Haltbarkeit als auch das kinetische 
Verhalten und zu guter Letzt auch simtliche iuBere Merkmale 
des fermentativen Systems werden durch die zymophore Sub- 
stanz bestimmt. Wir legen dieser Tatsache nicht lediglich die 
Bedeutung einer Zufalligkeit bei, indem wir von den Trigern 
als von ,,accessorischen Verunreinigungen“ oder ,, begleitstoften“ 
sprechen, denn die wichtige Rolle dieser zymophoren Substanzen 
im biologischen Sinne innerhalb und auBerhalb des Zellmilieus 
geht aus der Nichtexistenzfihigkeit der zy.S. als selbstandigen 
Bestandteils des Kermentsystems klar hervor.?) 

Am autfalligsten ist dieser KintluB der zymophoren Substanz 
in jenem Falle, wo letztere ein polydisperses Kolioil ist. Hier 
variiert die Aktivitiit des Fermentsystems nicht allein mit dem 
Dispersititsgrade dieses Kolloids, sondern gewisse Optima im 
Kolloidzustande des Trigers fallen mit der optimalen Ferment- 
aktivitit scharf zusammen. Dieser Sachverhalt wurde am 
System der Form 1, die man durch vorsichtige Saurekoagulation 
der Adsorbate aus Hefe, ferner aus Pankreasgewebe erzeugen 
kann, in direktester Weise nachgewiesen.*) Die bei den ver- 
schiedensten Heferassen immer wieder beobachtete Abhingig- 
keit der Aktivitit im Macerat vom Alter des Saftes, worauf 
wir unten zu sprechen kommen, fassen wir gleichfalls als eine 
Funktion des bei der Aufbewahrung diesen Dispersitiits- 


1) A. Fodor, A. Bernfeld und R. Schoenfeld, a. a. QO. S. 165. 

*) A. Fodor und R. Schoenfeld, Koll. Zs. Bd. 39, 5. 240 (1926). 

3) Literatur: A. Fodor, Fermentforschung Bd. 4, 5. 209 (1920); 
Bd. 6, 8. 238, 269 (1922); Koll. Zs. Bd. 29, 8. 28 (1921); Bd. 31, 8, 279 
(1922). 
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finderungen unterliegenden polydispersen Proteintrigers der 
zy. S. aut. Die Haltbarkeit der Peptidase hingt gleichtfalls 
mit der Verinderung des physikalischen Zustandes dieses 
Proteintriigers zusammen, Uberhaupt miissen wir der be- 
grenzten Haltbarkeit der Aktivitaét vielleicht in ganz all- 
gemeiner Weise die Deutung geben, daB der wechselnde 
Dispersititsgrad einer kolloiden zymophoren Substanz die stetig 
verlautende Elution der zy. 8. aus dieser Adsorptionsverbindung 
mit dem Traiger unter geeigneten Umstinden, hauptsichlich bei 
Desaggregationen seier Koiloidteilchen, begiinstigt. Eine Selbst- 
inaktivierung der Fermente, die bekanntlich im allgememen 
fast in allen Systemen beobachtet wird, wire somit gleich- 
bedeutend mit einer Klution ohne konservierende Stofie im 
Klutionsmittel.') Glykokoll (bei neutraler Reaktion) eluiert und 
konserviert zugleich. Glykokoll im sauren Milieu eluiert viel- 
leicht auch, jedoch ohne zu konservieren, so daS ein inaktives 
Kluat entsteht. d,l-Leucin eluiert, konserviert jedoch gleich- 
falls nicht, wenn kein Substrat anwesend ist. 1-‘i'yrosin und 
1-Cystin eluieren und hemmen die eluierte zy. S. vollistandig. 
Wir finden also, daB schon im Macerat, wo die zy. S. vor- 
nehmlich an das polydisperse Protein gebunden ist, die Aktivitat 
der Peptidase von allen jenen Faktoren abhiangig ist, die die 
Klution der zy. 8. beeintlussen. Am aufiilligsten ist der Ein- 
fiub einerseits des Alters des Macerates und andererseits der 
zugesetzten Aminosiuren, deren Wirkung wieder vom Alter 
abhangig ist.) Alle diese Vorginge lassen sich unter der An- 
nahme einer eluierbaren, selbstindig nicht existierenden und 
damit auf konservierende Agenzien angewiesenen Form der 
zy. 5. erklaren. Auch die Wasserstotiionenkonzentration des 
Milieus dirtte nicht allein den physikalischen Zustand der 
zy. S. und des Substrates, sondern auch jenen des ‘rigers be- 
einilussen und somit auch die gréBere oder mindere Eluier- 
barkeit. Selbstverstindlich wird auch die Kinetik eine Funktion 
der Klwerbarkeit unserer zy. 8. aus ihrer Verbindung vorstellen. 





‘) A. Fodor und Ch, Epstein, Kolloid, Zs, Bd. 37, 8. 168 (1928). 
*) Abgesehen von py. 
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Ein gewisses Extrem bildet zu dieser Verbindung der 
zy.S. mit polydispersen Trigern ihre Bindung an das mole- 
kulare Glykokoll als Trager. Glykokolleluate sind u. U. Monate 
hindurch bei Zimmertemperatur restlos bestindig und iindern 
ihre Aktivitiit nicht im geringsten. Das Fermentsystem tritt 
uns hier sozusagen in der Maske des Glykokolls entgegen; es 
besitzt die Form 4. In der Tat liegt hier kein plausibler 
Grund zu einer Aktivitiitsveriinderung vor. In diesem Zu- 
sammenhang aber fiihlten wir uns veranlaft, iiber den EinfluB 
von Aminosiuren, die bekanntlich die Kndprodukte der Pepti- 
dasewirkung darstellen, eingehendere Experimente anzustellen. 
Es ist eine allgemein hingenommene These, daB sie auf die 
peptische Spaltung hemmend einwirken. Dies ist nun keines- 
wegs der Fall. Wiirde das Glykokoll ein solches Verhalten 
zeigen, so lieBe es sich nicht als Eluenz verwenden, zumal wir 
mit recht erheblich konzentrierten Lésungen von dieser Amino- 
siure (2°/,ige) eluieren. Wir haben auch gesehen, daB ein 
weiterer Zusatz von Glykokoll zu Abbaugemischen nicht hemmt. 
Wie die nachfolgenden Versuche zeigen werden, hemmt ein 
Zusatz von chemisch reinem Glykokoll zu Maceraten die 
Spaltung von Seidenpepton beinahe gar nicht, kann dagegen 
u. U. Aktivierung bewirken. Abnlich verhilt sich d,l-Leucin. 
Sein EinfluB auf den kinetischen Verlauf der Peptonspaltung 
hingt, wie schon oben angedeutet wurde, gleichfalls vom Alter 
des Macerates ab. Es sei hier nochmals daran erinnert, daB 
sich die Aktivitit des letzteren, insbesondere nach der 
annihernden Neutralisation mit Lauge, dauernd dndert, 
nach etwa 3 Tagen ein Maximum erreicht und von da ab 
wieder abklingt.') Setzt man Leucin hinzu, bevor die Phase 
des Maximums eintritt, so ist sein EKinflu8 praktisch gleich 
Null. Das gleiche beobachteten wir nach Uberschreiten des 
Maximums am 5.—6. Tage. Demgegeniiber wirkt Leucinzusatz 
auf die Peptonspaltung am 3. Tage, also im Stadium der 
Maximalaktivitat, sehr erheblich aktivierend. 

1) E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung Bd. 1, 8.533 
(1916). 
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Ks geht daraus hervor, daB Glykokoll und d,l-Leucin 
iiberhaupt keine hemmende Wirkung auf die Spaltung 
ausiiben. Glykokoll wirkt, da es als Elutionsmittel verwend- 
bar ist, gleichzeitig konservierend. Offenbar tritt eine auBer- 
ordentlich lose Bindung mit der zy. S. ein, die durch das Sub- 
strat sofort gelést werden kann, indem dieses an die Stelle 
des Glykokolls tritt. d,l-Leucin wirkt, wie schon erwiahnt 
wurde, zwar eluierend, jedoch ohne Anwesenheit des Sub- 
strates nicht konservierend, bindet also die zy. 8S. nicht. Die 
eluierende Wirkung ist offenbar vom Zustande des nativen 
‘l'riigers (Phosphorprotein) abhiingig. Dieser Zustand wechselt 
mit dem Alter des Macerates. Die beschleunigende Wirkung 
des Leucins im Stadium der Maximalaktivitiit hingt damit 
zusammen, daB hier der kolloide Triiger ein Dispersitits- 
maximum erreicht hat und daB seine Bombardierung mit 
Leucin (neben den Substratmolekiilen) eine verstiirkte Los- 
lésung der zy. S., d. h. also eine verstiirkte Elution der letzteren 
hervorruft. Im Zustand geringerer Dispersitiitsgrade, d.h. in 
frischen Maceraten, scheint dieses gemeinsame Bombardement 
nicht stark ins Gewicht zu fallen. Kolloidchemisch liBt sich 
dies recht gut verstehen, wenn wir an die topische Verdeckung 
der zy. S. in diesem Zustande des Trigers denken. Bei 
eiinstiger Oberfliichenentfaltung dieses letzteren dagegen ist 
auch die zy. 8S. freigelegt und dem Angriff preisgegeben. 

l-Tyrosin und 1|-Cystin wirken nicht eluierend und letzteres 
zugleich hemmend, weil eine feste und bestandige Bindung 
mit der zy, S. eingegangen wird. 

Unsere Anschauungen, um die beschleunigende Wirkung 
von d,l-Leucin im Stadium der maximalen Aktivitiit des 
Macerates zu erkliren, werden durch die Beeinflussung der 
Kinetik bei der Peptonspaltung durch Macerate in Gegenwart 
von d,l-Leucin und verschiedener Aciditit auf das beste be- 
stitigt. Wir finden bei einer Aciditiit entsprechend p,, = 6 
ein indifierentes Verhalten des zugefiigten Leucins, wogegen 
bei p,, = 7 und besonders bei p,, = 8 eine Beschleunigung der 
Spaltung vorhanden ist. Da die optimale Peptidasewirkung, 
wie aus der Tabelle des Versuches 5 hervorgeht, nicht stets 
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bei schwach alkalischer, sondern oft diesseits der Neutralitiit 
stattfindet, braucht uns nicht Wunder zu nehmen. Wir wissen 
aus den Versuchen von Abderhalden und Fodor!), daB die 
optimale H-lonzentration durch zahlreiche Faktoren beeinflubt 
werden kann, insbesondere auch durch die Natur des Sub- 
strates. Das in diesem Versuch verwendete Seidenpepton 
stammte nicht aus den Hochster Farbwerken, sondern wurde 
von uns selbst hergestellt. Sein kinetisches Verhalten ist in 
mancher Beziehung abweichend von jenem. Aus den Versuchen 
von A. Fodor’) ging mit Sicherheit hervor, da8 der Disper- 
sitiitserad des Phosphorproteins, das in der Hefe der native 
Peptidasetrager ist, bei schwach alkalischer Reaktion eine fiir die 
Fermentaktivitiit optimale GréBenordnung besitzt. Sowohl das 
optimal wirksame Stadium des Macerates, als auch der optimale 
Dispersititsgrad der Spaltungsgemische sind es also, die die 
Leucinbeschleunigung hervorrufen. In beiden Fallen ist es 
die dem besagten Bombardement der zy. S. giinstige Verteilung 
der letzteren an der Oberiliche des kolloiden Tricers, die die 
Beschleunigung bedinet. 

In einer neuen Mitteilung versuchen Willstitter und 
Grassmann ®) die Erklarung der von Abderhalden und 
Fodor*) zum ersten Male nachgewiesenen Selbstsktivierung 
des Macerates dadurch zu erkliren, da8 sie eme Bildung von 
Aktivatoren beim Lagern des Macerates annehmen.. Wir finden 
in der Analogie zwischen der Leucinbeschleunigung in dieser 
Phase der maximalen Aktivitiit des Macerates und jener im 
Zustande des optimalen Dispersitiitsgrades des Hiweiftriigers 
(durch eine giinstige [H] hervorgerufen), einen hinreichenden 
Grund um diese Ansicht der genannten Autoren zu wider- 
legen, soweit es sich nicht um einen Aktivator vom Typus des 
Leucins handelt, den man aber bis jetzt stets als Hemmungs- 
kirper zu betrachten gewohnt war. Im anderen Falle miiBten 
wir annehmen, dab diese Leucinbeschleunigung nur eine schein- 


') Fermentforschung Bd. 1, 8. 533 (1916); Bd. 4, S. 191 (1920). 
*) Koll.-Zs. a. a. O. 

*) Diese Zs. Bd. 153, S. 266 (1926). 

*) Ava. O. 
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bare ist, und daB in beiden Fiillen die nimlichen Aktivatorey 
gebildet werden, sobald Leucin zugesetzt wird. Wir hiitten 
also den grotesken Fall zu iiberlegen, daB ein Stoff dadurch 
aktivierend wirkt, daB er die Bildung eines weiteren Aktivators 
hervorbringt. Ferner wiirde man kaum verstehen kénnen, 
weshalb das Leucin diesen neuen Aktivator auch bei p,, = 6 
oder bei frisch dargestellten bzw. gealterten Maceraten hervor- 
ruft. Man mii®te, wollte man an der besonderen Aktivatoren- 
hypothese festhalten, zur Erkliirung greifen, daB die Aktiva- 
torenbildung ihrerseits auch vom p,-Wert abhingt. Dadurch 
wird die Erkliirungsweise immer verwickelter. An sich wirki 
djl-Leucin nicht als Aktivator. 

Ist niimlich unsere zy. 8S. an kein Kolloid, sondern an 
tlykokoll gebunden, welcher Fall in den Glykokolleluaten 
vorliegt, so wirkt das Leucin bei giinstiger Aciditit nicht akti- 
vierend, eher eine Spur hemmend. Da hier von einer Elution 
aus kolloiden Oberfliichen nicht mehr die Rede sein kann, so 
diirfen wir eine Férderung apriori ausschlieBen. Zugleich aber 
erkennen wir in diesem Verhalten, daB dem Leucin auf die 
Aktivitit an sich, d.h. auf die zy. S., kein Kinflu8 zukommt. 

Beziiglich der Form 2 und 5 ist zu erwihnen, daB fiir 
die Bestiindigkeit der Peptidase im ersten Falle die durch 
die Kaolinadsorption veriinderte bzw. beeinfluBte Zustands- 
‘inderung des Proteintriigers mabgebend ist. Im Falle der 
Form 5 dagegen falit die Zustandsiinderung des Kaolins in 
seiner wiBrigen Suspension ins Gewicht. Auch hier ist mit 
einem gewissen, wenn auch geringem Grade von Polydisper- 
sitit zu rechnen, die Haltbarkeit der Form 5 ist daher gleich- 
falls eine recht beschrinkte. 

Wenig wissen wir iiber die Form 3, d.h. dariiber, an 
welche Substanzen des urspriinglichen Macerates die zy. 8S. bei 
ihrer Infreiheitsetzung aus der Bindung mit Protein durch 
Kaolinzusiitze gebunden wird. Diese Form 3 spielt nament- 
lich bei der Behandlung der Macerate aus Leguminosensamen 
mit Kaolin eine wichtige Rolle, wo die Filtrate nach der 
Kaolinbehandlung zumeist sehr eiweibarm, oft sogar frei von 
faillbarem KiweiB und trotzdem betrachtlich aktiv sind. Diese 
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Filtrate erinnern in vieler Hinsicht an die Glykokolleluate aus 
Hefepeptidase. Jedoch fiihrt die Reinigungsdialyse hier wie 
dort zur Inaktivierung, da die restlose Wegdiffusion der 
Koérper X genau so wie die des Glykokolls, die Zerstérung der 
selbstiindig wirksamen Form der zy. S. nach sich zieht. (Uber 
diese Kérper X s. w. u. noch mehr.) . 

Es ergibt sich die Frage, ob wir irgendwelche Unterlagen 
fir die stoffliche Natur der zy. S. besitzen. Wir kénnen zu 
ihrer Entscheidung das Glykokolleluat heranziehen. Dieses 
besitzt folgende Kigenschaiten: 

a) Die bereits erwihnte Bestiindigkeit an Aktivitit. 

b) Es verhert die Aktivitiit nach lingerer Dialyse, ohne 
daB erstere im Dialysat aufzutinden wire. 

c) Unterwirft man das Eluat einer Halbultrafiltration, bei 
der man Membranfilter von &. de Haen oder aber Jenenser 
Filterplatten beniitzt, so geht ein erheblicher Bruchteil der 
Aktivitit verloren. 

Aus diesen Tatsachen lift sich auf die Kolloidnatur 
unserer hypothetischen zy. S. folgern, da sie bei der Entfernung 
des Glykokolls durch Dialyse von der Dialysiermembran total, 
bei der Halbultrafiltration dagegen durch das Filtermaterial 
partiell adsorbiert wird. 

d) Das Eluat gibt keine Fallungsreaktionen mit empfind- 
lichen Reagenzien auf EKiweiB (Spieglers oder Kssbachs 
Reagens). Dagegen gibt ein aktives Kluat die folgenden Farben- 
reaktionen: die Glyoxylsiureprobe, die Xanthoprotein- 
reaktion und die Millonsche Probe.?) 

e) Die Elution mit schwach sauren Glykokollésungen fihrt 
zu inaktiven Hluaten, die keine der besagten Farbenreaktionen 
zelgen. 

f) Die Elution mit reinem Wasser, ferner mit Lésungen 
von d,l-Leucin, 1-Tyrosin und 1-Cystin liefern inaktive Eluate, 
die aber die erwihnten Farbenreaktionen geben. 

Aus diesen letzten experimentellen Ergebnissen laBt sich 
folgern, da die zy. S. eine Proteinfraktion darstellt, die jedoch 





') Fodor u. Schoenfeld, Kolloid-Zs. Bd. 39, a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zettsebrift f. physiol. Chemie. CLX. 12 
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keine Fillungsreaktion gibt, sei es infolge ihrer Natur oder ihrer 
geringen Mengen wegen. Diese minutidsen Mengen sind aber 
imstande, relativ hohe Aktivitaéten zu enthalten. Die Anwesen- 
heit dieses Proteinanteils an sich im Eluat bedingt noch keine 
Aktivitiit, andererseits aber ist eine solche in Eluaten nie be- 
obachtet worden, die die erwihnten Farbenreaktionen nicht 
gaben. Offenbar existiert daber diese Proteinfraktion im ak- 
tiven und im inaktiven Zustand. Der aktive Zustand wird 
ausschlieblich vom Glykokoll aufrechterhalten. Die in Eluaten, 
die nicht mit Hilfe von Glykokoll gewonnen worden sind, ent- 
haltene inaktive Form der zy. 8. wird nach der Behandlung 
des Kluates mit Kaolin zwar adsorbiert, jedoch bleibt das 
Kaolin inaktiv. Dagegen liefert das aktive Glykokolleluat, wie 
schon erwihnt wurde, aktive Adsorbate mit Kaolin. 

Wir wollten durch besondere Versuche feststellen, ob die 
negativen Eluate, die man mit Wasser oder d,l-Leucin erhilt, 
aus dem Adsorbat Aktivitit entfernen oder nicht. Im _ be- 
jahenden Falle wiirden wir zur Schlu&folgerung berechtigt sein, 
daB eine Elution zwar erfolgt, jedoch mangels Konservierung 
die eluierte zy. 8. ihre aktive Form einbiiBt. Die Heraus- 
lésung jener Farbenreaktionen gebender Proteinsubstanz durch 
Wasser, d,l-Leucin usw. wiirde fiir das letztere sprechen. 
Zu unserer Verwunderung fanden wir aber, daB selbst die 
Klutionen mit Glykokoll in den meisten Fallen keine oder nur 
eine unbedeutende Verminderung der restlichen Aktivitit in den 
Adsorbaten verursachen. Ebenso verhalten sich Wasser und die 
iibrigen Aminosiiuren, die keine aktiven Eluate liefern. Wir 
kénnen also den negativen Erfolg dieser letzteren keinesfalls 
durch den Ausfall der Elution erkliren! Vielmehr liegt der 
Sachverhalt so, daB das Adsorbat die beiden Formen 2. und 
5. nebeneinander enthilt, von denen 2 so gut wie inaktiv, je- 
doch eluierbar ist, indes sich 5. durch ihre Nichteluierbarkeit, 
dafiir aber durch ihre Aktivitiit auszeichnet. Versetzen wir 
die Suspension des Adsorbates mit Glykokoll, so steigt die 
Aktivitiit der Suspension betriichtlich. Diese Aktivititssteige- 
rung beruht darauf, daB das Glykokoll aus der fast inaktiven 
Form 2. die zy. S. eluierte. Es hat also den Anschein, 
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als wiren neue Aktivititen erst entstanden! In diesem 
Zusammenhange verstehen wir auch die seinerzeit gemachten 
Befunde'), daB kleine Zusiitze von Kaolin zu Mazeraten neue 
Aktivitiiten hervorbringen (vgl. das Schema auf 8.170). Falls 
wir im obigen Falle die glykokollhaltige Suspension des Ad- 
sorbates filtrieren, so erhalten wir einerseits ein Restadsorbat 
mit unveriinderter Aktivitit und andererseits ein aktives Eluat. 
Wir bemerken hierbei sehr wohl die Analogie dieser Art der 
Aktivierung mit der aktivierenden Wirkung des d,l-Leucins, 
von der oben gesprochen wurde. Die Aktivierung der Fer- 
mentwirkung liegt offenbar in ganz allgemeiner Weise vielfach 
an der Elution der zy. 8S. aus ihrer Adsorptionsbindung mit 
zymophoren Tragern, deren physikalischer Zustand fiir eme 
elgene Fermenttitigkeit ungiinstig ist. Wir finden hiutig, daB der- 
gleichen mit Klutionen verbundene Aktivierungen nicht momen- 
tan, sondern erst nach und nach zum Vorschein kommen, da 
die Eluierung Zeit erfordert (vgl. z. B. unsere Tabelle). Die 
wichtige Frage, ob auch inaktive Eluate liefernde Eluentien 
aus der Form 2 die zy. 8. herausholen, laBt sich zwar mit 
Sicherheit noch nicht bejahen. Zwei Momente sprechen aller- 
dings dafiir: das Auftreten der Farbenreaktionen auch in nega- 
tiven Kluaten, so wie die Selbstinaktivierung simtlicher Fer- 
mentsysteme. In diesem Falle wire letztere als stiindige 
Elution der zy.S. von den Trigern ohne die Anwesenheit 
konservierender, d. h. auf die zy. S. lose bindend wirkender 
Agenzien aufzutassen.?) 

Ks werde auferdem hinzugetigt, daB wir der Form 
| Prot <-> zy. S] bzw. [Kao <--> Prot<— zy. 8.| nicht etwa jede 
Aktivitat absprechen. Nur beruht eine solche meist erst auf 
voranzugehender Elution durch das Substrat und durch die 
eventuell anwesenden Helfer des letzteren (z. B. d,l-Leucin). Da- 
gegen wirken die Formen (Glykokoll <-> zy.S.), (Kao <-> zy. 8.) 
und (X <-> zy. S.) in unmittelbarer Weise und verdraingen da- 
durch die obigen, auf Elution angewiesenen Formen, bei einer, 





1 Fodor, Bernfeld u. Schoenfeld, a. a. O. S. 159; Fodor u. 
Schoenfeld, Kolloid-Zs. Bd. 39, S. 57 (1926). 
*) Diesbeziigliche Untersuchungen sind im Gange. 
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Konkurrenz. Dieser Fall tritt z. B. im ersten Adsorbat auf, 
wo die Formen 2 und 5 miteinander wetteifern und wo daher 
5 den Sieg davon tragt, weil 2 in ihrer Wirkung sehr stark 
zuriickbleibt. Man denke an die starke Vergréberung des 
Proteintrigers durch die Kaolinadsorption und die dadurch 
bedingte topische Hinderung der Elution. 

In diesem Zusammenhange werde auch hier an eine schon 
friiher betonte Analogie in der Bindung der zy. 8. an Kaolin 
einerseits und an Glykokoll bzw. Kérper X andererseits hin- 
gewlesen. Bei einer Behandlung des Glykokolleluates (Form 4 
enthaltend!) mit Kaolin gelangen wir zum Adsorbat der Form 5 
und finden bei Aktivitiitsmessungen in beiden Formen die recht 
annihernd gleiche Aktivitit vor (schnelle Arbeitsweise voraus- 
gesetzt, da sonst an Kao — zy. 8. die Selbstinaktivierung rascli 
vollzogen wird). 

Kin Beispiel?) la&t folgende Versuchsergebnisse ersehen: 








Milieu Aktivitit | Enthaltend Form 
&) im Biemewet 2 sw kl Ce 8 2280 1 
b) Im Filtrat des 1. Adsorbates . . 812 3 
e) Im I. Adsorbat. . ..... 51 2und 5 
d) In dessen Eluat . . .... 114 (!) 4 
e) Im II. Adsorbat . . . . . . y 93 5 





Der starke Aktivititsabfall gegeniiber dem urspriinglichen 
Macerat beruht auf der Vergréberung des Dispersitiitsgrades 
des Proteintriigers in 1 beim Ubergang in 2, wobei 1 Teil der 
zy. S. aus 1 gleichzeitig in 3 und 5 ibergefiihrt wurde (vgl. 
Schema 8. 170). Durch Elution von 2 und 5 mit Glykokoll 
erhalten wir aus der eluierbaren Form 2 die Form 4 unter 
Neuentstehung von Aktivitit.*) Aus dieser bildet sich durch 
abermalige Kaolinbehandlung Form 5, deren Aktivitiit der un- 
gefiihren GréBenordnung von 4 ist. 

Diese Ubereinstimmung in den Aktivitiitsausbeuten von 4 


') Fodor, Bernfeld u. Schoenfeld, a.a. O. S. 162. 
*) Kao <> Prot <-> zy. 8. + Glykokoll — Kao <-> Prot 





meist inaktiv (neben Kao <-—> zy.8.!) 
4- (Glyk. <——> zy.5.). 
—— ee 





aktiv 
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und 5 ist weniger durch die Gleichartigkeit der Bindung der 
zy. S. in beiden Formen, als durch ihre gleiche minimale 
Festigkeit erklirbar. Beim Glykokoll sind es die Neben- 
valenzen, beim Kaolin die mit diesem recht verwandten 
Adsorptionsaffinitiiten, die diese lose Verankerung her- 
vorbringen. Auch die kinetischen Kurven!) sind bei beiden 
eleich und von Glykokolleluaten, die einer Dialyse unterworfen 
wurden, jedoch noch Glykokoll enthielten, unterschiedlich. Viel- 
leicht beruht die Ausnahmestellung des Glykokolls auf seiner 
Bevorzugung der Betainstruktur, so daB es im Gegensatz zu 
anderen Aminosiiuren iiber keine freien, reaktiven Gruppen, 
lediglich itiber Restaffinitiiten, verfiigt. 

Auch die Kérper X verhalten sich dem Glykokoll analog. 
Diese diirften somit hauptsiichlich Produkte der Autolyse sein und 
als solche erlauben sie uns 2 Erscheinungen recht gut zu deuten: 

Erstens die bereits diskutierte Selbstaktivierung der 
Macerate beim Lagern. Da Koérper X eluierend wirken, so férdern 
sie die Infreiheitsetzung der zy. 8. aus der urspriinglichen 
Proteinbindung und iibernehmen die Funktion des zymophoren 
Stoffes (Bildung der Form 3). Zusiitze, die dispersititserhéhend 
wirken (wie Lauge), begiinstigen diese Elution. Wir haben 
somit in diesem Falle das schénste Beispiel der besprochenen 
Klutionsaktivierung vor uns. 

Zweitens erkliiren sie die Ubereinstimmung der Aktivi- 
tiitsausbeuten bei der Peptidasewirkung von Hefeautolysaten 
mit jenen, die sich nach der Adsorptionsbehandlung solcher 
Autolysate in den Adsorbaten ergeben. Willstitter und 
Grassmann ”) fanden die Aktivitét im Autolysat und Adsorbat 
gleich groB und schlieBen auch bei der Peptidase (von ihnen 
als Erepsin bezeichnet) den KinfluB jedes Kolloidzustandes auf 
die Aktivitiiten aus. Wir bedauern sehr, da die Autoren 
unsere vor etwa 1 Jahre mitgeteilten Versuchsergebnisse nicht 
kennen und sie daher nicht beriicksichtigen konnten. Aus 
ihnen ergibt sich deutlich, daB wir zwischen mehreren Tragern 
der hypothetischen zy. S. unterschieden haben, von denen das 


') Fodor u. Epstein, aa. O. 
2) a. a. O. 
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polydisperse Phosphorprotein nur einen vorstellt, nach unserer 
Meinung allerdings den urspriinglichen. 

Wir unsererseits bezweifeln nicht, daB die Autoren reclit 
haben, wenn sie auf die Gleichartigkeit der GréBenordnung in 
den Aktivititen von Autolysaten und ihrer Adsorbate hin- 
weisen. Indem sie die Autolyse der Hefe durchfiihrten, ver- 
mehrten sie die Form X <-> zy. 8. ganz ganz bedeutend, wiih. 
rend Prot <-> zy. 8. stark (wenn auch lange nicht total!) 
zuriicktritt. Auf diese Weise verglichen sie die Aktivitit dieser 
Form mit dem unserer Form 5 entsprechenden System [Alu- 
miniumhydroxyd <-> zy. 8.], die selbstverstindlich in beiden 
Milieus die gleiche sein mufte. Die native Form 1 der Pepti- 
dase wurde von Willstitter und Grassmann bei ihrer Ar- 
beitsweise gar nicht beriicksichtigt, da sie diese gréBtenteils 
zerstért haben und ferner, weil diese erst bei der Glykokollelution 
aktiviert wird. Die oben erwihnte merkwiirdige akti- 
vierende Wirkung von geringen Kaolinzusatzen zu 
Miaceraten ist aber ein unumsté6Blicher Beweis dafiir, 
daB gerade die Form i in der Hefezelle priexistiert 
und alle anderen Formen von ihr abstammen. Die 
bei der Siurekoagulation erhaltbare aktive Form des Phos- 
phorproteins (= vergréberte Form 1 der TeilchengréBe von 
entsprechend etwa 107~*cm Durchmesser}), auf die die Will- 
stiittersche Schule bisher keinerlei Wert legte, ist kein Zu- 
fallsprodukt, sondern die native Form der Peptidase. Dab 
wir von einem ,,Enzymmolekiil zu sprechen bis heute nicht 
berechtigt sind, eriibrigt sich zu betonen. Es ist mehr als 
offenbar, daB ein solches in selbstindiger, wirksamer Form 


(d. h. als ,zy. 8.“) gar nicht existenzfihig ist.) Seine relativ 
reinste Form stellt ein partiell dialysiertes Glykokolleluat dar. 
Der zymophore Triiger macht ein Fermentsystem erst zu einem 
solchen. Seine Existenz ist weder irrelevant noch accessorisch, 
sondern notwendig. Der originiire, native Trager entstammt 


dem Zellmilieu und seine Wandlungen, die vielfach kolloider 


*) A. Fodor u. K. Meyer, Kolloid-Zs., unter Druck. 
*) Wohlgemerkt: losgelést von jedwedem Triiger, Substrat und Spalt- 
produkt. 
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Art sein werden, bestimmen die Leistungsfiihigkeit des ge- 
samten nativen Fermentsystems. Inwieweit auch der Zustand 
der notorisch kolloiden zy. S. mit eine Rolle spielt, ist noch 
unbekannt, vielleicht ist ihre Existenz als aktivierendes Agens 
an einen recht begrenzten, eindeutig festgelegten physikalischen 
Zustand gebunden. Kine Mehrleistung des Peptidasesystems 
in vivo wird somit weniger durch den Zustandswechsel der 
zy. S., als ihres polydispersen 'Triigers und Schutzstoffes, des 
Fermentkolloides, ausgelést. Seine Funktion in der Automatie 
der Zelle ist von hervorragender Wichtigkeit. 


Versuehe, 
Zur Methodik. 

Zur Feststellung der Aktivitit, die ein Kluat bzw. eine 
Suspension des Adsorbates enthilt, wurde so verfahren, daf 
man einen aliquoten ‘l'eil der beiden stets im gleichen relativen 
Verhiltnis mit einer 1/,,mol.-Na,HPO,-Lésung als Moderator, 
ferner mit einer 5 °/, igen Seidenpeptonlésung (Farbwerke Hochst) 
vermischte und die Zunahme von Aminostickstoff nach der 
Methode von Sérensen nach 2 Stunden bei 37° bestimmte. 
Da die Spaltungen ziemlich langsam verlaufen, so besteht keine 
Gefahr, daB in dieser Zeit mehr Substrat umgesetzt wird, als ein 
geringer Bruchteil des theoretischen Umsatzes. Wir kénnen also 
annehmen, daf hier reine Anfangsgeschwindigkeiten vorliegen. 

Die kinetischen Versuche wurden mit Hilfe der auch friiher 
angewandten Differenztitration nach der Hormolmethode aus- 
gefihrt. 3) 

1. Versuch. Aktivitiit von Adsorbaten nach der neutralen und 
sauren Elution mit Glykokoll. 

Je 130 ccm Kaolinsuspension (Adsorbat I), wie iiblich dar- 
gestellt, wurden mit 50 com 4°/iger Glykokollésung versetzt 
und die Aktivitit in Gegenwart von Glykokoll bestimmt. 


I II 
Glykokoll (neutral. Kahl baumsches Prip.) Glykokoll (schwach sauer) 
Aktivitiit: 2,5 cem n/10-NaOH 2,30 cem n/10-NaOH 





) Abderhalden u. Fodor, a.a.O. Beziiglich der Adsorptions- 
methode mit Kaolin vgl. Fodor, Bernfeld u. Schoenfeld, a.a, 0.; 
ferner Fodor u. Schoenfeld, Kolloid.-Zs, Bd. 39, $8. 56 (1916), 
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Nach 2stiindiger Elution bei 37° wurden die Aktivititen 


der Eluate gepriift: 
I 
10 eem verbrauchten nach 2 Stunden 1,95 cem n/10-NaOH 


II 
0,10 cem n/10-NaQOH. 


Nach der Elution mit Glykokoll wurden beide Adsorbate 
24 Stunden lang im Hisschrank aufbewabrt, mit H,O suspen- 
diert und auf 150 ccm aufgefiillt. 





Aktivitit: 
I It | 
3,50 ecm n/10-NaOH 3,55 eem n/10-NaOH 


2. Versuch. Aktivitiit der Adsorbate vor und nach der Elution 
durch verschiedene Aminosiiuren und dureh Wasser. 
Aktivitat der Suspension vor der Elution (Dar- 
stellung und Bestimmung wie iiblich). 
15 cem des Gemisches verbrauchen nach 2 Std.: 2,00 cem n/16-NaQOH 
a) H,O-E lution. 100 ccm der Suspension wurden 2 Std. 
hei 87° eluiert, das Adsorbat wurde filtriert und wieder auf 
(00 ccm mit H,O aufgefiillt. Jetzt wurde die Aktivitit bestimmt. 
Die Aktivitiit im Adsorbat blieb nach der Wasserelution unverindert 
entsprechend 2,00 cem n/10-NaOH. 
Das Wassereluat gibt eine Farbenreaktion mit H,SO, -+- ) 
Gciyoxylsiure und ist inaktiv. 
b) Elution mit 2°/iger neutraler Glykokollésung 
(gleiche Verdiinnung wie bei der H,O-Elution). 
Die Aktivitit des Adsorbates nach der Elution blieb entsprechend 
2,00 cem n/10-NaQH; \ 
Aktivitiit des Glykokolleluates: 1,30 com n/10-NaQOH. 
c) Nach der Elution mit gesa&ttigter d,l-Leucin- 
lésung behielt das Adsorbat die Aktivitit: 
2,00 cem n/10-NaOH. 
Das Leucineluat gab eine Farbenreaktion mit Glyoxylsiiure 
und war inaktiv. 
d) Nach der Elution mit gesittigter 1-Tyrosinlésung gab 
das Adsorbat dieselbe Aktivitiit wie zuvor: 


2,00 cem n/10-NaOH. 
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Das Tyrosineluat gab gleichfalls die Glyoxylsiiureprobe und 
war auch inaktiv. 

Die aktiviereude Klution tritt besonders in b) deut- 
lich hervor: Die primire Aktivitit von entsprechend 2 ccm 
n/10-NaOH wurde um die gesamte sekundiire Aktivitat des 
Eluates vermehrt, von der die Zahl 1,30 cem n/10-NaOH nur 
einem aliquoten (dem 2,5.) Teil entspricht. 
>. Versuch. EinfluB von Glykokoll und d,l-Leucin auf die Aktivitit 

von Maceraten verschiedenen Alters. 
a) 30 cem M.S." (1 Tag alt) 


10 cem Pepton 5 °%/, (Héchst) 10 ccm des Gemisches wurden 

10 ecin Phosphat p;, = 8 zu jeder Probe entnommen 

15 cem H,0 bzw. der zugefiigten | und mit n/10-NaOH_ titriert. 
Aminosiiure 


Temp. 25°. 








| II ii} 











Nach ~~ yA perry c 1aQ%) of . 15 > rn > ¢ 
“ 15 eem H,O 15 cem gesattigter _iocem ¢ 
d,l-Leucinlésung Glykokollésung 
30 Min. 0,50 n/10-NaQH 0,55 n/10-NaOQH 0,55 n/10-NaOu 
eo . 0,95 os 0.80 0,90 RS 
90, 1,30 ¥ 1,20 * 1,30 , 
120 ,, 1,55 M 1,50 e 1,55 ; 
150, 1,75 | 1,70 , 1,80 e 
b) 30 cem M.S.* (3 Tage alt) 
10 cem Pepton 5°), (Hichst) 10 cem des Gemisches wurden 
10 cem Phosphat py = 8 fiir jede Probe entnommen 


5 wal f v. , . , cre aa » e ‘ ’ *4, 8 
15cem H,O bzw. der zugefiigten | und mit n/20-NaOH titriert. 
Amtinosaure 
Temp. 25°. 





I II lil 
15 cem 2°, 
Glykokollésung 
(Kahlbaum) 


Nach 15 cem H,O 15 cem gesiittigter 
d,!-Leucinlésung 


45 Min. 1,60 n/20-NaOH 2,45 n/20-NaOQH 1,60 n/20-NaOH 


90 ,, 3,60 - 4,20 © 2,35 
135, 4,40 me 5,65 - 4,85 ” 


Or 5 
225, § 6,60 











8,20 i 7,20 ‘ 


7 





*) M.S. = 15-fach verdiinntes Mazerat. 


——. 








a 
CA 
Ce 
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c) 30 cem M.S. (5 Tage alt) 


: K? 10 cem des Gemisches wurden 
10 cem Pepton 5°/, (Hochst) | 











: fiir jede Probe entnommen 
10 cem Phosphat py = 8 as 
: “Hi eT und mit n/10-NaOH titriert. 
15 cem der zugefiigten Aminosiiure 
Temp. 25°. ) 
I II {II 3 
Nach 15 ccm H,0 15 com gesittigter 15 cem 2 %/, | 
d,1-Leucinlésung Glykokollésung 
30 Min. 1,05 n/10-NaOH 1,00 n/10-NaOH 1,15 n/10-NaOQH 
60 ,, 1,65 - 1,50 es 1,95 i 
90, 2,15 . 1,90 . 2,25 * 
120 ,, 2,50 7 2.40 . 2.65 
ise .. 2,90 +3 2,70 - 3,00 ie 











d) 30 cem M.S.’ (3 Tage alt) 
tu cem Pepton 5 °/, (Héchst) 
10 ccm Phosphat py = 8 
15 cem der zugefiigten Aminosiiure 


| 10 cem des Gemiseches wurden 


fiir jede Probe entnommen 
| und mit n/10-NaOlIl titriest. 


Temp. 25°. 





I I] Itt 
Nach 15 cem H,O 15 cem gesiittigter 15 ccm 2%, 
d,1l-Leucinlésung Glykokollésung 

30 Min. 1,05 n/10-NaOH 1,30 n/10-NaOH 1,00 n/10-NaOH ) 
60... 1,55 » 1,90 "= 1,55 ” 

90, 05 . 2.60 . 2,00 
120 2,45 ? 2,75 ss 2,35 : 
150 ,, 2,85 x 3,00 , 2,15 P 











Kine Aktivierung durch Glykokoll ist gleichfalls bemerk- | 
bar, wiewohl sie jener des Leucins nachsteht. In b) tritt sie 
erst in einer spiiteren Reaktionsphase auf. Auch dieser Ein- 
flu8 beruht auf der aktivierenden Elution durch das Glykokoll, 
zeigt sich jedoch scheinbar nur bei stark wirksamen Maceraten. 
Im Versuch d) fallt er fort, trotz gleichen Alters des ver- 
wendeten Macerates (3 Tage). Man muf bei hochaktiven Siften, 
dank des giinstigen Verteilungszustandes des kolloiden Trigers 
der zy. S., eine groBe Elutionsbereitschaft annehmen, die durch 
Leucin und Glykokoll ausgeniitzt werden. Da fir gewéhnlich 
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einer minder giinstigen Verteilung wenig ins Gewicht. 
Die Tatsache, daB Glykokoll und Leucin bei altere 
raten ohne Kinflu8 sind, spricht fiir die sehr plausi 
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den Peptidsubstraten die stirkere Elutionswirkung eigen ist, 
fallt die Mitbeteiligung der zugesetzten Aminosiiuren im Falle 


n Mace- 
ble An- 


nahme, dab hier die zy. S. zum gréBten Teil bereits an Auto- 
lysenprodukt X gebunden ist, die infolge ihrer gréBeren Akti- 


vitiit sich vordriingen und das Substrat mit Beschlag 
Diese Konkurrenz bietet eine Analogie zu jener der 


belegen. 
beiden 


Formen 2 und 5 im Kaolinadsorbat. Hier verdriingt 5 die 
Form 2 noch viel leichter, da diese in ihrem Dispersititsgrade 


sehr stark vergrébert wurde. Wir haben daher folgende mit- 


einander konkurrierende Formen zu unterscheiden. 


| Protein <—> zy. 8.) 
Im Macerat | (Protein <--> zy. 8.) 


eh , hochdispers 
(besonders in ilteren!): , ary 
Kao <-—> Protein + zy. 5. 
grobdispers 


im L. Kaolinadsorbat: 
Kao <— > zy. S. 


Die Eigenschaften der Mazerate, inbesondere ihre Beeinflub- 


barkeit durch die genannten Aminosiuren, hingen 
vom Mengenverhialtnis beider Formen zueinander ab. 


} 4. Versuch. Einflu® von l-Tyrosin und i-Cystin. 
30 cem M.S."° (3 Tage alt) 
10 cem Pepton 5 °/, (Héchst) 


a tie Oeeea es 
10 cem Phosphat py = 8 fiir jede Probe entn 


vielfach 


10 cem des Gemisches wurden 


ommen 





15 ecm der zugefiigten Aminos&ure und mit n/10-NaOH titriert. 
Temp. 25°. 
j i II {iI IV 
Nach a ’ Com ” cem se ome 
9 ccm Fy vesittigt. d,l-] gesittigter gesittigter 
Leucinlésung | Tyrosinlésung | Cystinlésung 











n/20-NaOH 











45 Min. 0,8 1,35 0,80 0,60 

90 ,, 1,50 2,25 1,50 1,10 
135 __,, 2,20 3,05 2,15 1,70 

130 C,, 3,00 4,15 2,90 2,65 

225, 3,80 5,05 3,70 | 3,15 








—_— 
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>. Versuch. EinfluB8 der Aciditiit auf die Leucinaktivierung. 


20 cem M.S." (3 Tage alt) 

10 cem 5 °/, Pepton 

80 cem Phosphat 

10 eem H,O bzw. d,l-Leucin in ge- 
gesittigter Lésung 


10 eem des Gemisches wurden 
fiir jede Probe entnommen 
und mit n/10-NaOH titriert. 


} 
Temp. 25° 























I Ta 1 a | IL Illa 

Nach Po=8 | py =6 | Pe=T! pp=T7] pr =8 | py =8 

15 eem 15 ccm 15 cem 15 eem 15 eem 15 ecm 

H,O Leucin H,O Leucin H,O Leucin 

n/10-NaOQH 

30 Min. (0,55) 0,70 (0,55) 0,70 (0,40) 0,70 
60... 1,05 1,10 0,85 0,95 0,70 0,80 
90 ,, 1,45 1,40 1,15 1,30 1,00 1,15 
120 ,, 1,70 1,75 1,59 1,60 1,30 1,60 
150 2,00 1,95 1,90 2,00 1,60 2,00 




















Die aktivierende Wirkung des Leucins tritt besonders bei 
p,, = 8 und in hoéheren Zeitintervallen hervor. Die Retardie- 
rung der Spaltung in den Proben ohne Leucin entspricht der 
von Abderhalden und Fodor beobachteten Latenzzeit.!) Sie 
verschwindet bei Anwesenheit von Leucin. 


6. Versuch. EinfluB8 von d.lj-Leucin und 1l-Tyrosin auf 
Glykokolleluate. 


30 ecem 
LO eem 
10 eceim 


Glykokolleluat 
5 °/, Pepton (Hochst) 
Phosphat p,;,; = 8 


10 eem des Gemisehes wurden 


fiir jede Probe entnommen 
7 e — | und mit n/10-NaOH titriert. 
15 cem der zugefiigten Aminosiure 


Temp. 38°. 





I II Ill 
Nach 15 cem H,O 15 cem sesiittigter 15 ccm gesilttigter 
d,1-Leucinlésung Tyrosinlésung 
| Std. 1,05 n/10-NaOH 1,00 n/10-NaOH 1,00 n/10-NaOH 
2 ” 1,75 ” 1,65 ” 1,00 ” 











d,l-Leucin hemmt in Eluaten in ganz schwachem Mabe, 
l-‘l'yrosin kriftig. An sich, d.h. losgelést vom kolloiden 
Triger, wirkt somit das Leucin nicht als Aktivator. 
Abnlich verhilt sich Glykokoll, wenn man es zu Glykokoll- 
eluaten zersetzt. 


) Fermentforschung Bd. 1, 8S. 533 (1916). 





Uber das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration bei 
der Trypsinbestimmung nach der Methode von Gross. 
Von 


J. A. Smorodinzew und A, N. Adowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der 1]. Moskauer Universitat. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1926.) 


I. 


Ks ist der Zweck der im folgenden mitgeteilten Versuche, 
das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Trypsin- 
verdauung des Caseins bei Anwendung des Pankreassekrets 
durch Beobachtung des Reaktionsverlaufs unter verschiedenen 
Bedingungen zu ermitteln. Solche Beobachtungen kénnen ent- 
weder in der Weise angestellt werden, daB man das Ver- 
schwinden des Substrats schrittweise verfolgt oder dadurch, daB 
man die Hntstehung der Verdauungsprodukte, speziell die 
Zunahme von NH,- und COOH-Gruppen miBt, wie dies bei 
den bekannten Methoden von Sérensen, van Slyke oder 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz geschieht. Nachdem 
in der letzten Zeit hauptsiichlich die zuletzt genannten Me- 
thoden angewandt worden sind, schien es uns interessant, das 
Optimum der Wasserstoffzahl auch auf dem ersteren Wege 
festzustellen. Hierbei kommt ja nur der erste Angriff des 
Ferments auf das Kiwei8molekiil zur Geltung, und die Gegen- 
wart des Erepsins spielt keine maBgebende Rolle. 

Da die meisten Autoren nur eine Trypsinfunktion — die 
»Peptasenfunktion* — und nicht die ,,Proteasenfunktion“ des 
Trypsins beobachten, hilt Oppenheimer!) eigentlich die Frage 
iiber das p,-Optimum fiir die Protease des Trypsins fiir nicht 





') C. Oppenheimer, Fermente. 5. Aufl., S. 910 (1925). 


— 
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gelést. In der Tat liegt nach Long und Hull?) das Optimum 
fiir die Caseinspaltung bei p, = 6—6,5, nach Meyer?) bei 
7,6—8,3, nach Sherman und Nenn’) bei 8,0, nach Lunden’) 
bei 8,3, nach Northrop®) bei 8.6; und nach verschiedenen 
anderen Autoren schwankt das Optimum der p,-Werte auch 
fiir andere KiweiBe. 

Wir lassen die Frage, ob die genuine Funktion der tryp- 
tischen Proteasen in einem Erscheinen von Aminosiiuren 
resultiert, zunichst unberiicksichtigt und halten es fiir méglich, 
uns der Frage tiber die Bestimmung des p,,-Otimums fir die 
Trypsinprotease zu nihern, indem wir das Verschwinden des 
Substrats mittels der nephelometrischen®) und refraktometri- 
schen ‘) Methode messen. 

II. 

In ihrem urspriinglichen Zustande‘) unterscheidet sich die 
Methode von Gross bedeutend von der Methode, welche ge- 
wohnlich bei der Bestimmung von Trypsinverdauungsfihigkeit °) 
angewendet wird. In seinem urspriinglichen Artikel empfiehlt 
(sross folgendes: 1g Casein puriss. Griibler wird in 1 Liter 
Q,1°/, Na,CO, gelést und in mehrere Reagensgliser verteilt. 

in jedes Probierréhrchen gieBt man 10 ccm dieser Lésung, 
welche wibrend 15 Minuten bei 40° verdaut wird, bis nach 
Zusatz von einer 1°/,igen wibrigen Losung von Kssigsiiure 
keine Triibung mehr auftritt. Die Menge von Trypsin, welche 
imstande ist, 10 ccm Casein unter diesen Verhialtnissen zu ver- 
dauen, bezeichnet Gross als die Einheit der tryptischen Kratt. 





1) J. H. Long und M. Hull, Journ. am. chem. soc. Bd. 39, 8. 1051 
(1917) 

*) K. Meyer, Biochem. Zs. Bd. 32, 8. 275 (1911). 

$) H.C. Sherman und D.E. Nenn, Journ. am. chem. soc. Bd. 38 
S. 2203 (1916); Bd. 40, S. 1138 (1918.) 

4) H. Lunden, Biochem. Zs. Bd. 131, S 193 (1922). 

5) J. H. Northrop, Journ. gen. physiol. Bd. 5, 8. 263 (1922). 

6) J. A.Smorodinzew, Fermente des Pflanzen- und Tierreichs 
Bd. 3. 8.42 Moskau 1922 russisch. 

’) J. A. Smorodinzew, ibid. 8, 44. 

‘) O. Gross, Arch. exp. Pathol u. Pharm. Bd. 58, 8. 157 (1907). 

*) J. A. Smorodinzew, a.a QO, S. 42. 
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Gross teilt in seinem Artikel mit, dab die Sodakonzentration 


von 0,05—0,2°/, die Caseinverdauung nicht beeinfluBt. 


Wir wollten uns iiberzeugen, ob die Bedingungen, welche 
Gross angibt, dem p,,-Optimum bei der Caseinverdauung vom 


Trypsin entsprechen. 


“Au 


Tabelle I. 


TinfluB von Soda. 


diesem Zweck 


brachten 
| °/,,-Caseinlésung in Sodalésungen verschiedener Konzentra- 


wir eine 





Se Se nee en 





Versuche 


Na, 





CO, f.das 
Lésen von Ca- 


id 


oO; 


0,03 
0,10 


0,20 


0,30 
0,50 


0,03 


0.05 
0,10 


0,20 
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0,01 
0,02 
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0,05 
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0,01 
0,02 
0,03 
0,05 
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Wasserstoftionen- 





sein gebraucht 








konzentration im 
Gemische vor der 
Verdauung 
t? x *) Pr 
20 | 0,7185 | 8,08 
20 | 0,7987 9,47 
19 | 0,7240 8,20 
19 | 0,7385 8,45 
19 | 0,7756 9,09 
19 0,8185 | 9,92 
20 | 0,6973 | 7,7 
20 0,7223 8,14 
19 0,7256 | 8,21 
20 | 0.7535 | 8,70 
19 0,8112 9,697 
19 | 0,6961 y iy 
19 | 0,7290 | 8,28 
20 | 0,7382 | 8,42 
20 | 0,7785 | 9,13 
19  0,8311 | 10,04 


') a = Elektromotorische Kraft. 
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tionen von 0,01—0,5°/,, und unterwarfen diese wihrend 
30 Minuten bei 40° einer natiirlichen Trypsinverdauung.?) 

Aus unseren Experimenten ersehen wir, daf eine 0,01- bis 
0,1°/,-Sodakonzentration wirklich fast keinen KinfluB auf dic 
Caseinverdauung hat, aber bei héherer Konzentration entstelt 
eine merkbare Hemmung. 

Die in 0,1°/, Soda geléste Caseinlésung (p,, = 9,09—10,04 
vom Caseinpriparat abhiingend), von Gross empfohlen, geniigi 
den Bedingungen des p,,-Optimums fiir Trypsin nicht (Tab. J). 
Da das Casein in einer 0,005°/,-Sodalésung sich nicht lost, 
so ist es unmodglich, eine Veriinderung der Caseinverdauung 
nach der saueren Seite festzustellen: die Verdauung findet 
gleichmiBig in den p,,-Grenzen 7,71—8,70 statt, aber ver- 
langsamt, wenn die Zahl 9,09 iiberschritten wird. Wir haben 
den Zusatz von Salzsiiure vermieden, um keine anderen lonen 
hinzuzufiigen. 

II. 

Bergmann und Meyer’) haben die folgende Moditikation 
der urspriinglichen Methode von Gross vorgeschlagen: 

i. 0,1 g Casein wird in 5 ccm 0,1 n-NaOH gelést, die 
Lésung mit 0,1 n-HCl bis auf Lackmusneutralitit gebracht und 
mit Kochsalzlésung von 0,85°/, auf 100 ccm aufgefillt. 

2. Hine 0,1°,-Trypsinlésung, welche zugleich 0,85 °/, Koch- 
salz und 0,01°/, Na,CO, enthialt. 

3. In jedes Probierrébrchen muB man statt 10 ccm nur 
2 ccm nehmen, 30 Minuten statt 15’ verdauen und das un- 
verdaute Casein nicht mit einer wibrigen Essigsiurelésung, 
sondern mit einer 5°/,igen Lésung dieser Siiure in 50°/, Al- 
kohol fallen. 

Um Caseinlésung auf Lackmusneutralitit zu bringen, ge- 
braucht man gew6éhnlich 4,5 ccm 0,1 n-HCl, aber das gibt in 
den Versuchsbedingungen nach Bergmann und Meyer ein 


1) Diesen natiirlichen Pankreassaft von einem Hunde haben wir 
vom Akademiker J. P. Pavlow bekommen, wofiir wir J. P. Pavlow 
unseren besten Dank aussprechen. 

*) V. Bergmann und K. Meyer, Berlin klin. Ws. Bd. 45, 8, 1673 
(1908). 
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Tabelle I. 


EinfluB der Natriumchloridverdiinnung. 








“NaQH- und | Wasserstoffionen- 3s 
» | HCl-Mengen} konzentration im a 
=] in 100cem | Gemische vor der ’ Resultat 2 & 
» ICaseinlésung Verdauung (Nr. der letzten durch- | 3 £ 
eo i——— sichtigen Probierréhrehen) | 5 ™ 
- INaOH | HCl | | 
| to; on | Pur = 
eem eem | D4 
laf 5 1,0 | 19 | 0,7302 | 8,30 2 klar 3 kauin triitbe | 1200 
b| 5 | 20 | 19 | 0,6876 | 7,57 | 3 ,, & = 7 2400 
: , Spe { sehr schwache} . 
ef 5 | 3,0 4 19 | 0,6605 7,10] 3 4 41° Dvibang 000 
d D 4,6 | 19 | 0,5905 | 5,90 = & 3 triibe 800 
Qa} 5 | 1,0 | 18 | 0,7827 |9,23 | 1 ,, | 2 kaum triibe 600 
b] 5 | 20 | 18 | 0,7372 |844 12 , | 8 tribe 800 
e 5 | 8,0 | 18 | 0,6772 | 7,40 > ~ | 8 kaum triibe | 1200 
i sail +— 2 ig{ Sehr schwache { |, 
dj 5 | 4,0 | 18 0,6361 6,68 | 2  |8)""Deitbung | 1400 
| . 
el 5 | 4,5 | 18 | 06228 |646 12 ., | 3 triibe 800 
9, . ; ae | cine, ia ,{ sehr schwache] -, 
3a 5 1,0 | 21 | 0,8050 (9,544) 1 ,, *\ Triibung (00 
bi & | 20 § 21 | O7654 |860 | 2 , 3 kaum triibe | 1200 
ce; 6 3,0 | 21 | 0,6818 | 7,42 - w« 4 triibe 1600 
d| 5 | 4,0 | 21 | 06452 691 | 3. ,, i 1600 
3 ', | sehr sehwache 
of 5 5 | 20 | 0,6178 | 6,35 , gf sebrs 1% 
€ o | 4, ) 20 0,61 ‘ Oe 35 ] “e ) Triibung 700 

















zu saures Medium (p,, = 5,9—6,46), welches aus den Grenzen 
des p,,-Optimums schreitet. 

Casein haben wir in 5 ccm 0,1 n-NaOH gelést und dann 
Gemische mit verschiedenem p,,-Werte bekommen, indem wir 
die variierenden Mengen von 0,1 n-HCl und 0,1 n-NaOH, auf 
100 ccm einer Caseinlésung berechnet, zufiigten. 

Um die p,-Werte zu bestimmen, wurde ein Gemisch aus 
0,5 ccm einer Kermentlésung (entsprechend verdiinnt), 0,5 cem 
0,85°/,iger NaCl und 2 ccm Casein zusammengesetzt. Dieses 
Gemisch wurde den notwendigen Bestimmungen entsprechend 
vergréBert. 

Wir konnten feststellen, dab die Verdiinnung mit einer 
physiologischen NaCl-Lésung eine gewisse Verschiebung des 
p,-Optimums fiir Trypsin bei der Caseinverdauung nach der 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLX. 13 
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Tabelle 
Gewohnliche Modifikation der 
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IIf. 


Methode von Gross. 




















Resultat 
(Nr. der letzten dureh- 
sichtigen Probierréhrchen) 

















1) Der 





Saft von 

















NaQH- und - Wasserstotfionen- 
~» |HCl-Mengen]} konzentration im 
5 | in 100cem ! Gemische vor der 
a |Caseinlésung Verdauung 
> es c | | 
NaQH!} HCl 10 | ae 
cem | ecem] | Pee Mea 
la 5 1 —| — — 
b 5 2 19 | 0,7383 | 8,44 
c 5 « npc as nt 
dj} 5 4 {| 18 | 0,6904 | 7,62 
e} 5 4,6 | 18 | 0,6400 | 6,75 
Qa} 5 1 18 | 0,7799 | 9,18 
b 5 2 18 | 0,7410 | 8.50 
c 5 3 18 | 0,7089 | 7,95 
a} 5 | 4 18 | 0.6771 | 7,40 
e| 5 46 } 18 | 0,6320 | 6,62 
ga} 5 — | 25 0,828 | 9,769 
bi 5 1 25 0,7982 9,34 
ec] 5 2 | 25. 0,7646 | 8,79 
dj 5 3. | 25 | 0,7117 | 7,89 
e 5 A 25 | 0,6528 | 6,89 
4a| 5 | 2,8 | 22 | 0,7690 | 8,91 
bl 5 3,0 | 23 | 0,7294 | 8,21 
e| 5 88 | 23  0,6670 | 7,16 
dj 5 42 | 28 0,6470 | 6,83 
el 5 4,5 | 23 0,6880 | 6,66 
Bal 5 28 | 23 0,7571 | 8,69 
b} 5 | 3,0 | 23 0,7187 | 8,04 
e]| 5 3,8 | 23 | 0,6577 | 7,01 
d| 5 4,2 | 23 0,6473 | 6,82 
el 5 4,5 | 23 | 0,6323 | 6,56 
| 
6a 5 | 25 0,7840 | 8,26 
b] 5 4,0 | 25 0,6594 | 6,99 
| 
ce] 5 4,2 | 25 0,6516 | 6,87 
d 5 4,5 25  0,6485 | 6,74 
el 5 4,6 | 25 | 0,6355 | 6,60 
7a 5 3,0 | 24 0,7554 | 8,64 
b 5 3,5 | 24  0,7031 | 7,75 
ce] 5 | 88 | 24 | 0,6777 | 7,33 
dj} 5 4,0 | 24 0.6596 | 7,02 
e} 5 | 4,2 | 24 | 0,6890 | 6,67 
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sauren Seite p,, = 7,40-—6,68 beibringt (Tab. ID, im Vergieich 
mit den Versuchen, wo alle Lisungen mit Wasser verdiinnt 
werden (Tab. III). 
IV. 
In den meisten Fiillen wird man beim Gebrauch der 
Methode von Gross, Bergmann und Meyer folgen miissen, aber 
ige NaCl sondern 


KO/ 


fiir das Verdiinnen braucht man nicht 0,85°/, 
lestilhertes Wasser, und die Verdauung dauert 60 Minuten. 
‘nserer Meinung nach ist eine so verliingerte Verdauungszeit 
unnédtig; in den Versuchen, welche in diesem Artikel mitgeteilt 
werden, wurden alle Operationen nach Bergmann und Meyer 
vollzogen, aber fiir jedes Verdiinnen brauchte man Wasser 
statt 0,85°/,ige NaCl. Unsere Experimente zeigen (Tab. ILI), 
daB das p,,-Optimum fiir die Caseinverdauung in den p,,-Grenzen 
6,883—7,95 liegt; bei p,, = 6,74 und 8,04 kann man eine Ver- 
schlechterung (Hemmung) bemerken. 


( 
i 
i 

.“ 


Zusammenfassung. 

Die drei Modifikationen der Methode von Gross haben 
verschiedene Grenzen des p,-Optimums gegeben: bei der von 
uns gewohnlich angewandten Austfiihrungsmethode legen die 
py Werte bei 6,83—7,95 (1V). Unter dem Kinflub einer Ver- 
diimnung durch die physiologische NaCl-Lésung wurde das 
Optimum des p,,-Wertes etwas nach der sauren Seite ver- 
schoben: 6,68—7,40 (III) und unter dem Einflu8 von Soda 
rach der alkalischen Seite: 7,71—8,70 (II). In diesem letzten 
Falle ist es unmdglich, die Grenzen nach der sauren Seite 
testzustellen. 

Wenn man beim Optimum-p,,-Werte arbeiten will, muB 
man 3—4 ccm 0,1 n-HCi bei der Bereitung der Caseinlésung 
beifiigen. 

Uber die Bestimmung des p,-Optimums mit Hilfe der 
refraktometrischen Methode der Messung der proteoklastischen 
‘Trypsinkraft wird an anderer Stelle eine Mitteilung erfolgen. 


13* 
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,Dioxymaleinsaure™.’) 


Von 


H. Schmalfu8 und H, Barthmeyer.’) 


(Aus dem Chemischen Sraatsinstitut, Hamburg, Universitit.) 
(Eingelaufen am 11. August 1926.) 


H. Schmalfu8 fand in Gemeinschaft mit H. Rundshagen”) 
und K. Keitel‘), daB Buten-2-diol-2,3-disiure-1,4 in sehr ge- 
ringer Menge in Glaucium luteum Scop. im Verein mit folgenden 
Siuren auftritt: Ameisensiure, Oxalsiure, Milchsiure, Bernstein- 
siiure, Fumarsiiure, Apfelsiiure, Essigsiiure und Citronensiiure. 
Ferner ist das Vorkommen yon Spuren Weinsiure wahrscheinlich 
gemacht.°) 

Fenton®) zeigte, daB Buten-2-diol-2,3-disiure-1,47) vom 
Zersetzungspunkt 155°, die er vorliutig als ,,Dioxymaleinsiure“ 
') Man wei noch nicht, welche der beiden méglichen cis-trans- 
Isomeren die maleinoide Form hat. 

*) An der Untersuchung nahm anfiinglich auch Herr cand. rer. nat. 
H. Brunswig teil. 

3) Diese Zs. Bd. 131, S. 166 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 138, S. 156 ff. (1924). 

») K. Keitel, Diss. Hamburg, (1924), 55. 

°) Fenton, Soc. Bd. 65, 8. 902 (1894); Bd. 67, 8. 48, 774 (1895): 
Bd. 69, S. 549, 550, 551, 558, 560, 904 (1896); Fenton und Ryffel, 
Soc. Bd. 81, S. 434 (1901); Fenton, Soe. Bd. 87, S. 806, 813, 814 (1905): 
Fenton und Wilks, Soe. Bd. 95, 5.1329 (1909). 

*) Da die Siure von Schmaifu8 und die Fentons die gleiche 
Quecksilberreaktion (s. Anm. 4) geben, wird in der folgenden Untersuchung 
die leichter zugiingliche Fentonsche Siiure benutzt. Ob beide Siéuren 
auch konfigurativ gleich sind, soll spiiter untersucht werden. 
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Buten-2-diol-2, 3-disiure-1,4, die sogenannte ,,Dioxymaleinsiure“. 
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bezeichnete, in enger Beziehung zu einer groBen Reihe acyclischer 
und cyclischer Produkte steht. 

Daher kann der in Glaucium aufgefundenen Siure eine 
iiberragende Bedeutung im Stoffwechsel, zum  mindesten 
pflanzlicher Organismen, zukommen. 

Die mégliche Bedeutung der Buten-2-diol-2,3-disiure-1, 4 
allein fiir den Siurenstoffwechsel erhellt aus dem nebenstehenden 
Schema, das nur die hauptsichlichsten Beziehungen angibt. 

Der leichte oxydative Abbau der Buten-2-diol-2, 3-disiiure-1,4 
zu Kohlendioxyd ist dem Knoopschen Abbau!) der Fettsiuren 
in seiner Bedeutung an die Seite zu stellen. 

Gegen die geiuBerte Auffassung scheint die Tatsache zu 
sprechen, daB die Siure bisher nur einmal im Organismenreic! 
aufgefunden ist. Doch ist es wahrscheinlich, daB sich die 
Saure bisher nur dem Nachweis entzogen hat, da sie iuberst 
verginglich ist, und die Methoden zum Nachweis und zur Be 
stimmung der Saiure ungeniigend waren. 

Aus diesem Gedankengang ergeben sich 2 Aufgaben: 

1. Die Grundlagen fiir Nachweis und Bestimmung der 
Siure sind genau zu studieren. Der Nachweis muf so emp- 
findlich wie méglich gemacht werden. Ferner ist der Mechanismus 
der Nachweisreaktion bis ins Kleinste zu kliren, damit Ver- 
wechslungen mit anderen Substanzen ausgeschlossen werden 
kénuen, zumal mit solchen, die aus ,,Dioxymaleinsiiure“ wihrend 
der Untersuchung entstehen kénnen. 

2. Die wechselseitige Umwandlung von Buten-2-diol-2,3- 
disiiure-1,4 und verwandter Stoffe ineinander ist unter milden 
Bedingungen zu studieren. 

Die vorliegende Arbeit lefert zu beiden Punkten einen 
Beitrag. 

ad 1) Das Verhalten der Buten-2-diol-2,3-disiure-1,4 20 
Mercuronitrat, emem Nachweis-reagens”) fiir die Siure, wird 
unter wechselnden Bedingungen restlos aufgeklirt. Fiir die 
Reaktionen auf Dioxymaleinsiure werden geeignete Bedingungen 
und die Empfindlichkeiten festgestellt. 


‘) F. Knoop, Hofmeisters Beitriige Bd. 6, S. 150 (1905). 
*) Diese Zs. Bd. 138, S. 156 (1924). 
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ad 2) Ks werden Umwandlungen der Dioxymaleinsiiure in 
Tartronsiure und in Oxalsiiure mitgeteilt. 


Dioxymaleinsaiure und Mercuronitrat. 

Wird eine wiBrige Dioxymaleinsiure-Lésung!) in der Kalte 
mit schwach salpetersaurer Mercuronitratlésung versetzt, so 
fillt ein weiBlich-gelber Niederschlag. Dieser Niederschlag ist 
juBerst unbestiindig. Schon bei Zimmertemperatur verindert 
sich die weiblich-gelbe Farbe tiber Grau allmihlich in Grau- 
schwarz. 

Bei der leichten Zersetzlichkeit der Dioxymaleinsiiure 
und der noch gréSeren Unbestiindigkeit ihres Niederschlags 
mit Mercuronitrat muBte festgestellt werden, ob dieser Nieder- 
schlag iiberhaupt ein Derivat der Dioxymaleinsiure ist. Es 
kénnte ihm auch ein Zersetzungsprodukt der Siiure zugrunde 
liegen. Durch Hydrolyse und durch Umsetzen des Niederschlags 
mit Kaliumjodid bewiesen wir, da der Niederschlag aus dem 
Siurenrest der Dioxymaleinsiure und aus Mercuroionen auf- 
gebaut ist. 

Wegen der leichten Zersetzlichkeit des Niederschlags 
muBten die quantitativen Untersuchungen bei 0° méglichst 
schnell durchgefiihrt werden. Durch Hingabeln wurde fest- 
gestellt, daB bei 0° 1 Molekiil Dioxymaleinsiiure 2 Molekiilen 
Mercuronitrat iiquivalent ist. Auch die Riicktitration des nicht 
verbrauchten Mercuronitrats fiihrte zum gleichen Ergebnis. 

Das Quecksilber konnte die Wasserstoffatome der Carboxyl- 
gruppen ersetzt haben, oder die Wasserstoffe der Hydroxyl- 
gruppen, wie es z. B. fiir die Titanverbindung der Dioxymalein- 
siure nachgewiesen ist.*) SchlieBlich konnte das Quecksilber 
noch an urspriinglich doppelt gebundenen Kohlenstoff gegangen 
sein, wie es bei der Nachweisreaktion der Maleinsiure durch 
Mercuriacetat*) der Fall ist: 

HO.CH.CO.O. 
| | Dg + H,0 
CH,.CO.0.Hg.CH.CO.0 
') Hergestellt nach Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 71, S. 112 (1915). 
*) Fenton, Soc. Bd. 93, S. 1067 (1908). 
8) Biilmann, Chem. Ber. Bd. 35, S. 2571 (1902). 
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Deshalb brachten wir reinsten Dioxymaleinsiure-dimethy]- 
ester mit Mercuronitratlésung zusammen. Obwohl der Ester in 
Wasser geniigend léslich ist, reagierte er nicht. Der weiblich- 
gelbe Niederschlag, der in der Kiilte aus Dioxymaleinsiiure und 
Mercuronitrat entsteht, ist also das Dimercurosalz der Dioxy- 
maleinsiiure. Es entsteht nach folgender Gleichung: 


COOH.C(OH)=C:OH).COOH + 2HgNO,+COOHg.C(OH)=C(OH). 
COOHg + 2HNO,. 


Das empfindliche Dimercurosalz der Dioxymaleinsiiure 
laBt sich nur schwer rein gewinnen. Am besten wird eine 
alkoholische Lésung von Dioxymaleinsiiure bei 0° mit einer 
wifrigen schwach salpetersauren Lésung von Mercuronitrat 
gefallt. Der rein weiBlich-gelbe Niederschlag ist so fein ver- 
teilt, daB er selbst nach dem Zusammenballen durchs Filter 
liuft. Deshalb wurde er zentrifugiert, mit Alkohol vom Wasser 
befreit und mit Ather nachgewaschen. Auf diese Weise wurde 
das Salz als feines, rein gelbes, geruchloses Pulver gewonnen. 
Ks ist sehr hygroskopisch und backt daher leicht zusammen. 
Durch Wasser wird das Salz schon bei Temperaturen, die 
wenig iiber 0° legen, tiefgreifend zersetzt. Selbst die geringen 
Spuren Wasser, die das Salz beim kurzen Liegen an der Luft 
anzieht, verindern es unter Graufirbung. Unter dem Mikroskop 
lassen sich dann kleine Kugeln von metallischem Quecksilber 
erkennen. Es ist auffillig, daB sich das Salz sowohl im 
feuchten wie im trocknen Zustand auch dann zersetzt, wenn 
man es vorsichtig mit einem Glasstab reibt. Gegen Licht ist 
das Salz verhiltnismaiBig unempfindliche Obwohl das Salz 
sehr unbestiindig ist, und obwohl ahnlich konstituierte Queck- 
silberverbindungen explosiv sind, explodierte das Hg-Salz der 
Dioxymaleinsiiure weder beim Erhitzen noch durch Schlag mit 
einem Kisenhammer. Im vollkommen trocknen Zustand abt 
es sich sogar bis auf 105° erhitzen, ehe es sich merklich zer- 
setzt. Auch beim lingeren Erhitzen unter absolutem Alkohol 
veriindert es sich nicht. Unter wiBrigem Alkohol zersetzt sich 
das Salz dagegen um so schneller, je gréBer der Wassergehalt 
des Alkohols ist. Da das Salz, wie erwihnt, sehr unbestindig 
und tiberaus hygroskopisch ist, ergeben die Krystallwasser- 











Be aie 
Rees nce A 


Buten-2-diol-2,3-disiiure-1,4, die sogenannte ,,Dioxymaleinsiiure“. 201 


bestimmungen wechselnde Werte. Als Mittel aus 9 Bestimmungen 
ist 1 Mol Krystallwasser wahrscheinlich. 

Wird das Dimercurosalz der Dioxymaleinsiiure kurze Zeit 
mit Wasser behandelt, so entsteht, wie erwiihnt, freie Dioxy- 
maleinsiure. Nach Fenton?) zerfallt reine Dioxymaleinsiure 
beim Erwirmen mit Wasser in Glykolaldehyd und Kohlendioxyd. 
Daher lag es nahe anzunehmen, da8 auch aus dem Dimercuro- 
salz beim Erwirmen mit Wasser neben Mercurooxyd die 
gleichen Stoffe entstehen wiirden. 

Die nihere Untersuchung zeigte aber, daB sich das Salz 
in véllig anderer Weise zersetzt. Zwar wird auch hier in 
heftiger Reaktion Kohlendioxyd entwickelt, wie die Triibung 
eines Barytwassertropfens ergab. Doch auffilligerweise entsteht 
kein Glykolaldehyd; auch besteht der schwarze Riickstand nicht 
aus Mercurooxyd oder aus Mercurioxyd und Quecksilber, sondern 
ausschheBlich aus metallischem Quecksilber. 

Die quantitative Untersuchung ergab, daf 1 Mol des Salzes 
beim Erhitzen mit Wasser | Mol Kohlendioxyd und 2 Grammatome 
Quecksilber hefert. Daneben entsteht eine farblose Lésung, 
die gegen Lackmus und Kongo stark sauer reagiert. Diese 
Liésung wurde bei etwa 40° und 15 mm Druck zur Trockne 
eingedampft. Es hinterblieb Tartronsiure. Daneben war noch 
in sehr geringer Menge ein braunes Ol entstanden, das nicht 
niher untersucht wurde. 

Das Dimercurosalz der Dioxymaleinsiiure wird also durch 
Wasser bei 70° im wesentlichen in folgender Weise zersetzt: 


COOHg.C(OH)=C(OH). COOHg + H,0 = COOH. CH(OH). COOH 
+ 2Hg + CO,. 


Beim Mikronachweis der Dioxymaleinsiiure mit Mercuro- 
nitrat entsteht in der Hitze ein schwarzer Niederschlag. Es 
liegt nahe anzunehmen, daB die soeben beschriebene Zersetzung 
des Dimercurosalzes der Dioxymaleinsiiure auch dieser Reaktion 
zugrunde liegt. Jedoch ist bei diesem Nachweis Mercuronitrat 
stets in groBem UberschuB vorhanden. Deshalb wurde die 
Zersetzung des Salzes auch bei Gegenwart von iiberschiissigem 
Mercuronitrat studiert. 





1) Soe. Bd. 65, S. 902 (1894); Bd. 67, S. 774 (1895). 
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Unter diesen Bedingungen entsteht keine Tartronsiiure. 
Vielmehr reagiert 1 Molekiil des Salzes mit 6 Molekiilen 
Mercuronitrat. Hierbei werden ausschlieBlich Kohlendioxyd, 
metallisches Quecksilber und Salpetersdiure gebildet. Da 8 Teile 
Quecksilber bei der Reaktion entstehen, ist die Reduktionskraft 
der Dioxymaleinsiiure erschépft, und es kann in dieser Reaktion 
keine irgendwie wesentliche Menge salpetriger Siure auftreten. 
Durch einen UberschuB an Mercuronitrat wird die Dioxymalein- 
siure nach folgender Gleichung zersetzt: 


COOH.C\OH)=C(OH).COOH + 8HgNO, + 2H,O = SHg + 4CO, 
+ 8HNO,. 


Beieinem Uberschub an Mercuronitratist dieNach weisreaktion 
fiir die Dioxymaleinsiure also 4mal so empfindlich, weil statt 
zweier Teile Quecksilber dann 8 Teile gebildet werden. 


Dioxymaleinsaure und Ferriion. 


Neben den Konzentrationsverhiltnissen kann auch die 
Temperatur maSgebend sein fiir die Art, in der die Dioxy- 
maleinsiiure oxydiert wird. Schon kleine 'emperaturdifierenzen 
kénnen einen groBen KinfluB ausiiben. So erhielten wir aus 
Dioxymaleinsiure und Ferriion beim Erwirmen mit Wasser 
auf etwa 70° als Hauptprodukt Oxalsiure, wihrend Fenton 
und Ryffel?) in einer sehr sorgfaltigen Untersuchung bei 40° 
Mesoxalaldehydsiure gewannen. Die Oxalsiure wurde durch 
die Probe von SchmalfuB und Keitel”), durch Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt und durch das in Essigsiure unlésliche 
Calciumsalz charakterisiert.*) 


Qualitative und quantitative Nachweise der Dioxymaleinsaure. 


Unsere Untersuchungen eréffnen verschiedene Wege fiir 
die quantitative Bestimmung der Dioxymaleinsiiure im Gemisc): 
mit anderen Siiuren. Von diesen Wegen wird je nach der 
Natur der Begleitstoffe der eine oder der andere gangbar sein. 


‘') Fenton und Ryffel, Soc. Bd. 81, S. 434 (1901). 

*) Diese Zs. Bd. 138, S. 161 (1924). 

*) Niiheres ist aus der Dissertation von H. Barthmeyer, Ham- 
burg 1927, zu ersehen. 
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Liegt freie Dioxymaleinsiiure neben hitzebestindigen Siuren 
vor, so kann ein aliquoter Teil der Lésung titriert werden- 
Ein zweiter aliquoter Teil wird dann (event. am RiickfluB) 
5 Min. lang zum Sieder erhitzt und (nach Ausspiilen des 
Kiihlers) wiederum titriert. Die Difierenz beider Bestimmungen 
ergibt den Gehalt an Dioxymaleinsiure. 

Auch kann die Dioxymaleinsiiure mit einer gemessenen 
Menge iiberschiissiger salpetersaurer Mercuronitratlésung be- 
kannter Zusammensetzung im Wasserbad bis zum Aufhéren 
der Gasentwicklung auf 70° erwiirmt werden. Dann kénnen 
entweder die Menge des entstandenen Kohlendioxyds, die ent- 
standene Salpetersiiure, das ausgeschiedene Quecksilber oder 
das unverbrauchte Mercuronitrat bestimmt werden. 

Im iibrigen kann die Dioxymaleinsiiture mit dem unten 
beschriebenen Titanisalzreagens gegeniiber einer Vergleichslésung 
bekannter Konzentration colorimetrisch bestimmt werden. 
Versetzt man eine bestimmte Menge Titanisalzlésung jeweils 
mit einer bestimmten Menge von Dioxymaleinsiure-Lésungen 
wechselnder Konzentrationen, so beobachtet man folgendes: 

Hs tritt eine rote bis gelbrote Farbung auf, deren Farb- 
tiefe zuniichst mit wachsender Konzentration der Dioxymaleinsiiure 
zunimmt, dann aber abnimmt. Wuir wihlten deshalb eine solche 
Menge der Titanisalzlésung, da®B die meSbaren Farbtiefen im 
Bereich der Wasserléslichkeit der Dioxymaleinsiure auf einem 
Ast der Kurve liegen. 

Fiir den qualitativen Nachweis der Dioxymaleinsiure ist 
auBer der Reaktion nach Schmalfu8 und Keitel?) mittels 
Mercuronitrat (Empfindlichkeit 0,1 mg in 1 cem Wasser) die 
von Fenton”) angegebene Reaktion mittels einer Titanisalz- 
lésung geeignet. Fiir diese wird eine besonders empfindliche 
Arbeitsvorschrift, durch die sich 0,01 mg Dioxymaleinsiure in 
1 com Wasser erkennen lassen, gegeben. Die Reaktion mit 
Fisenchlorid und Kalilauge ist in der Form, wie sie von Fenton) 
angegeben ist, zum qualitativen Nachweis der Dioxymaleinsiure 

) Diese Zs. Bd. 138, S. 161 (1924). 

*) Soc. Bd. 93, 8S. 1069 (1907). 

*) Soc. Bd. 65, S. 902 (1894). 
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nicht sehr geeignet; denn es ist kaum mdglich, einen UberschuB 
au Kalilauge schnell genug nach der Zugabe des Hisenchlorids 
hinzuzufiigen. Aber selbst dann lassen sich héchstens 0,18 mg 
Dioxymaleinsiiure in 1 com Wasser nachweisen. Auch fiir 
diese Reaktion geben wir eine abgeiainderte Arbeitsvorschrift, 
durch die sich 0,05 mg Dioxymaleinsiiure in 1 ccm Wasser 
sicher erkennen lassen. 


Experimenteller Teil. 


I. Gewinnung 

des Niederschlags aus Dioxymaleinsdure und Mercuronitrat. 

200 ccm einer n/50 Mercuronitratlésung, die 0,06°/, ireie 
Salpetersiiure enthielt, wurden so lange gekiihlt, bis sich am 
Boden des GefaiBes eben eine Kisschicht gebildet hatte. Dann 
wurde eine Lisung von 0,37 g Dioxymaleinsiure') in 7 ccm 
absoluten Alkohols hinzugetropft. Das Gemisch wurde 2 Min. 
lang kraftig geschiittelt. Nach 5 Minuten langem Stehen 
wurde die gréBte Menge der Fliissigkeit vom Niederschlag ab- 
gegossen. Der Rest der Mutterfliissigkeit wurde durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. Dann wurde der zusammengebackte 
Niederschlag durch sehr kriftiges Schiitteln mit Alkohol aut- 
gewirbelt (beim Reiben mit einem Glasstab wiirde sich der 
Niederschlag sofort zersetzen) und der Alkohol nach dem 
Zeutrifugieren abgetrennt. Der dem Niederschlag nochanhaftende 
Alkohol wurde in gleicher Weise durch Ather entfernt. Der 
iitherfeuchte Niederschlag wurde im eisgekihlten Exsiccator 
unter vermindertem Druck iiber Phosphorpentoxyd und kon- 
zentrierter Schwetelsiiure von den letzten Resten anhaftender 
Waschtliissigkeiten befreit. 


II. Qualitative Analyse des Niederschlags: 


1. Durch Zersetzen des Niederschlags mit Salz- 
siiture. Kine wiBrige Dioxymaleinsiiure-Liésung wurde bei 0° 
mit einem so groBen Uberschu8 an Mercuronitrat gefillt, dab 


*) Hergestellt nach Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 71, S. 112, 113 
(1915). 
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sich im Filtrat Mercuroionen nachweisen lieben. Dioxymalein- 
siure war im Filtrat weder durch eisenhaltige Kalilauge!) noch 
durch die wesentlich empfindlichere Reaktion mit Titanisalz- 
lésung!) erkennbar. Der abfiltrierte Niederschlag wurde mit 
Wasser von 0° ausgewaschen, bis im Waschwasser mit kalt 
gesiittigter Natriumchloridlisung keine Mercuroionen mehr 
nachzuweisen waren. Der auf dem Filter zuriickgebliebene 
weiblich-gelbe Niederschlag wurde mit so wenig 0,25°/,iger 
Salzsiiure versetzt, daB das Filtrat noch nicht mit Silbernitrat 
reagierte. Bei dieser Behandlung firbte sich der weiflich-gelbe 
Niederschlag grau-schwarz. Jetzt lieB sich im Filtrat freie 
Dioxymaleinsiiure mittels Mercuronitrat, mittels eisenhaltiger 
Kalilauge sowie mittels Titanisalzlésung nachweisen. 

Auf dem Filter befand sich aufSer metallischem Queck- 
silber auch noch Mercurosalz, wie mit Kaliumjodid und mit 
Ammoniumsulfid nachgewiesen wurde. 

2. Durch Hydrolyse des Niederschlags. In gleicher 
Weise hergestellter Niederschlag wurde nacheinander mit 
Wasser von 3°, 16° und 35° behandelt. In den ersten Tropfen 
aller 3 Filtrate lieB sich Dioxymaleinsiiure durch Mercuronitrat, 
eisenhaltige Kalilauge und durch Titanisalzlésung nachweisen. 
Die Hydrolyse war um so weiter fortgeschritten, je héher die 
Temperatur des Wassers gewesen war. Bei 0° findet noch 
keine merkliche Hydrolyse statt. Dies lieB sich mit Hilte 
der Titanisalzreaktion colorimetrisch verfolgen. Im Filtrat 
war, wie erwartet, kein Quecksilber enthalten. 

3. Durch Umsetzen mit Kaliumjodid. Um im Nieder- 
schlag einwandfrei Mercuroionen nachzuweisen, wurde Dioxy- 
maleinsiure bei 0° mit einem Unterschuf8 an Mercuronitrat 
gefallt. Das Filtrat reagierte nicht mit 50°/ iger Kaliumjodid- 
lésung. Der Niederschlag wurde mit Wasser von 0° so lange 
ausgewaschen, bis das Waschwasser keine Dioxymaleinsiiure 
mehr enthielt. Nun wurde der Niederschlag mit Wasser von 
0° aufgeschlimmt und mit 50°/,iger Kaliumjodidlésung im 
UberschuB behandelt. Hierbei bildete sich griines unlisliches 
Mercurojodid. Dieses wandelte sich schnell in schwarzes 


1) Siehe hierzu S. 211. 
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metallisches Quecksilber und Mercurijodid um. Das Mercuri- 
jodid liste sich in der iiberschiissigen Kaliumjodidlésung. Es 
wurde im Filtrat mit Natronlauge und Ammoniak als brauner 
Niederschiag, sowie mit Ammoniumsulfid als schwarzes Mercuri- 
sulid nachgewiesen. Der Niederschlag enthielt also Mercuroionen. 

4. Stellung des Quecksilbers im Niederschlag. Wird 
eine wiibrige neutrale Liésung des Dioxymaleinsiure-dimethy]l- 
esters’) bei Zimmertemperatur mit Mercuronitratlésung versetzt, 
so tritt keine Reaktion ein. Erwiirmt man jedoch das Gemisch, 
so entsteht eine schwarze Fallung von metallischem Quecksilber. 
Diese Fallung wird aber nicht unmittelbar durch den Ester be- 
wirkt. Der Ester wird vielmehr beim Erhitzen durch die in der 
Mercuronitratlésung vorhandene freie Salpetersiiure versei{t, wie 
ein Parallelversuch ohne Mercuronitrat mit der gleichen Menge 
Salpetersiiure zeigte. Die hierdurch entstandene treie Dioxymalein- 
siure reagierte nun auch schon in der Kilte in iiblicher Weise 
mit Mercuronitrat, vorausgesetzt, dab schnell genug gekiihlt wurde. 

Der weiblich-gelbe Niederschlag, der bei tieter 'l’emperatur 
aus Dioxymaleinsiure und Mercuronitrat entsteht, ist also das 
Dimercurosalz der Dioxymaleinsiure. 


IiI. Quantitative Analyse des Niederschlags. 

1. Bestimmung der iquivalenten Mengenvon Dioxy- 
maleinsiure und Mercuronitrat bei 0° 

a) Durch Titration: Kine gemessene Menge n/50 wiiBriger 
Dioxymaleinsiiure wurde bei 0° mit einem gemessenen Uber- 
schuB von n/50-Mercuronitrat versetzt. Der Niederschlag wurde 
schneli abfiltriert. In einem aliquoten Teil des Filtrats wurde 
das iiberschiissige Mercuroion nach Hempel?) jodometrisch 
zuriicktitriert. 

0,052 g Substanz: Fiir 1 Molekiil Dioxymaleinsiiure auf 2 Atome Hg 

Ber. Hg 0,109 g Gef. Hg 0,102 ¢ 

b) Durch EKingabeln: Je 25 cem einer kalten waBrigen 

n/50-Dioxymaleinsiiure-Lésung wurden mit wechselnden Mengen 


') Fenton, Soc. Bd. 65, 8. 905 (1894). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 110, 8S. 176 (1859); Beckurts, 
MaBanalyse, (1918) 8. 383. 
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kalter n/5Q-Mercuronitrat-Lésung versetzt und 1 Min. lang ge- 
schiittelt. Der Niederschlag wurde rasch abfiltriert und das 
Kiltrat jeweils auf einen Gehalt an Dioxymaleinsiure oder an 
Mercuronitrat gepriift. 

25,52 eem n/50-Mercuronitrat entsprechen 25 cem der n/50-Dioxy- 
maleinséure-Lésung. 

0,046 g Substanz: Fiir 1 Molekiil Dioxymaleinsiiure auf 2 Atome Hg 

Ber. Hg 0,100 g Gef. Hg 0,102 g 

1 Molekiil Dioxymaleinsiure reagiert also mit 2 Molekiilen 
Mercuronitrat. Die zweite Methode (b) ist der ersten Methode (a) 
iiberlegen, doch gelingt die Methode b erst nach groBer Ubung. 

2. Krystallwasserbestimmung des Dimercurosalzes 
der Dioxymaleinsaiure. Eine gewogene Menge des Dimer- 
curosalzes der Dioxymaleinsiiure wurde in einem Schottschen 
Filterréhrchen mit einigen Kubikzentimeter Wasser bei 70° 
zersetzt. Als sich keine Gasblasen mehr entwickelten, wurde 
das Quecksilber abfiltriert, mit Alkohol und Ather getrocknet 
und dann gewogen. Das Mittel aus 9 Bestimmungen macht 
1 Mol Krystallwasser wahrscheinlich. 

IV. Zersetzung des Dimercurosalzes der Dioxymaleinsaure 
A) durch Wasser bei 70°. 

1. Untersuchung des schwarzen Riickstandes, der 
bei der Zersetzung des Salzes mit Wasser entsteht. 

a) Qualitative Untersuchung: Eine wiiBrige Lésung 
von Dioxymaleinsiure wurde bei 0° mit Mercuronitratlésung 
im UnterschuB gefillt. In einer abfiltrierten Probe war kein 
(uecksilberion, wohl aber Dioxymaleinsiiure nachweisbar. Der 
Niederschlag wurde mit Wasser yon 0° ausgewaschen, bis das 
Waschwasser keine Dioxymaleinsiiure mehr enthielt. Dann 
wurde der Niederschlag mit Wasser aufgeschliammt und 30 Min. 
lang auf 70° erwirmt. Die mikroskopische Untersuchung des 
schwarzen Riickstandes zeigte, da dieser zum mindesten vor- 
wiegend aus metallischen Quecksilberkiigelchen bestand. Um 
die Abwesenheit auch geringer Mengen gebundenen Queck- 
silbers festzustellen, wurde der Niederschlag mit heiBer 70°/, iger 
Kssigsiure behandelt; denn diese lést sowohl Mercurooxyd wie 
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Mercurioxyd, nicht aber metallisches Quecksilber. Im Filtrat 
lieB sich kein Quecksilberion nachweisen. Der Niederschlag 
bestand also ausschlieflich aus metallischem Quecksilber. 

b) Quantitative Untersuchung: Zur quantitativen Be- 
stimmung des Quecksilbers wurde eine gewogene Menge Dioxy- 
maleinsiure in Wasser gelést und bei 0° mit Mercuronitrat im 
UberschuB gefillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und so 
lange mit Wasser von 0° gewaschen, bis das Waschwasser keine 
Quecksilberionen mehr enthielt. Dann wurde der Niederschlag 
in einem Filterréhrchen mit etwas Wasser aufgeschlimmt und 
auf 70° erwirmt. Als sich kein Kohlendioxyd mehr entwickelte, 
wurde das metallische Quecksilber abfiltriert, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und dann gewogen. 

0,1832 g Substanz: Fiir 2 Atome Hg 

Ber. Hg 0,3922 g Gef.Hg 0,3909 ¢g 

2, Untersuchung der sauren Substanz, die beim 
Zersetzen des Dimercurosalzes der Dioxymaleinsiure 
mit Wasser von 70° entsteht. Dimercurosalz der Dioxy- 
maleinsiiure wurde mit moéglichst wenig Wasser aufgeschlammt 
und bei 70° quantitativ bis zum Aufhéren der Gasentwicklung 
zersetzt. Das Quecksiiber wurde abfiltriert. Nach dem Verdunsten 
des Wassers bei etwa 15 mm Druck hinterblieb Tartronsiure. 
Schmelzpunkt!) und Mischschmelzpunkt lagen bei 158°. Stick- 
stoff wurde nicht gefunden. 


3,505 mg Substanz gaben 3,884 mg CO, und 1,079 mg H,0O. 
2,564 mg ” » 2°11 mg CO, und 0,813 mg H,O. 
C,H,0, Ber. C 30,00 H 3,80 
Gef. C 380,23 H 3,44 
C 29,91 H 3,54 


Jie Molekulargewichtsbestimmung wurde mikroana- 
lytisch nach der Methode von Barger-Rast?*) durchgefiihrt. Als 
Vergleichssubstanz wurde Azcbenzol, als Lésungsmittel Alkohol 
verwendet. 

C,H,0; Ber. 120 Gef. 117—136 


') Evst nach dem Trocknen bei 100° sind konstante Werte zu er- 
halten. Fenton, Soc. Bd. 73, 8. 74 (1894); Soc. Bd. 87, S. 816 (1905). 

*) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1979 (1921); die Methode, die auf dem 
Prinzip der isotonischen Lisungen beruht, gibt sehr zuverliissige Resul- 
tate, wie wir vor der Untersuchung an anderen Stoffen feststellten. 
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Zur Bestimmung des Titrationsaquivalentgewichtes 
gegeniiber Lauge wurde eine gewogene Menge Substanz in 
Wasser gelist und mit n/70-NaOH und neutraler alkoholischer 
Phenolphthaleinlésung als Indicator titriert. 

0,0424 g Substanz: 5,074 cem n/70-NaOH. Fiir Tartronsiiure 

Ber. 60,0 Gef. 58,4 

38. Untersuchung des Zersetzungsgases. Das gas- 
formige Zersetzungsprodukt triibte Barytwasser und wurde von 
Kalilauge quantitativ aufgenommen. Hs bestand ausschlieBlich 
aus Kohlendioxyd. Zur quantitativen Bestimmung wurde etwas 
Dimercurosalz der Dioxymaleinsiure in ein kleines Glasrohr 
eingewogen und mit einer geringen Menge Wassers befeuchtet. 
Das Glasrohr wurde mit einem Chlorcalciumrohr verbunden, 
an das sich ein gewogenes Natronkalkrohr schlob. Dann wurde 
das Salz in dem Réhrchen in einem Heizbad bei 70° zersetzt. 
Um das Kohlendioxyd voéllig in das Natronkalkrohr hiniiber- 
zutreiben, wurde bis auf 99° weiter erhitzt und gleichzeitig 
ein trockner Luftstrom durch die Apparatur geleitet. 

0,070035 g Substanz: Fiir 1 Mol CO, 

Ber. CO, 0,00545 g Gef. CQO, 0,00561 ¢ 

1 Mol des Dimercurosalzes der Dioxymaleinsiure liefert 

also bei der Zersetzung mit Wasser 1 Mol Koblendioxyd. 


ad IV. Zersetzung des Dimercurosalzes der Dioxymaleinsiure 
B) durch einen Uberschu8 an Mercuronitrat bei 80°. 


1. Bestimmung der iquivalenten Menge von 
Dioxymaleinsiure und Mercuronitrat bei 80° Kine 
wibrige Lésung von Dioxymaleinsiiure wurde mit einem groBen 
UberschuB einer gemessenen Menge wiibriger n/50-Mercuronitrat- 
lésung gefallt und 30 Min. lang in siedendem Wasserbad auf 
etwa 80° erhitzt. Das sich hierbei abscheidende Quecksilber 
wurde abfiltriert. Im Filtrat wurde das iiberschiissige Mercuro- 
nitrat jodometrisch nach Hempel bestimmt. 

0,0053 g Substanz: Fiir 8 Atome Hg 

Ber. Hg 0,046 g Gef. Hg 0,048 g 

Die Wigung des abgeschiedenen Quecksilbers im Mikro- 

porzellantiegel nach Flaschentriiger lieferte das gleiche Ergebnis: 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLX. 14 
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0,0131 g Substanz: Fiir 8 Atome Hg 
Ber. Hg 0,111 ¢ Gef. Hg 0,114 ¢ 

1 Mol Dioxymaleinsiure verbraucht also bei 80° 8 Mole 
Mercuronitrat, also 4 mal so viel wie bei 0°. 

2. Bestimmung der Anzahl Mole Koklendioxyd, 
die bei der Zersetzung eines Mols Dioxymaleinsiure 
durch einen Uberschu8 an Mercuronitrat bei 80° ent- 
stehen: Kine wifrige Lésung von Dioxymaleinsiiure wurde 
in einem Rundkolben bei 0° mit einem UberschuS an Mercuro- 
nitrat gefillt. Der gut gekiihlte Kolben wurde mit einem Azoto- 
meter verbunden, das mit konzentrierter Schwefelsiure gefiillt 
war, Die Luft wurde aus der Apparatur durch Atherdampf?) 
méglichst vollstindig verdringt. Dann wurde das Salz bei 
80° zersetzt. Das gebildete Kohlendioxyd wurde bei 99° aus- 
getrieben und durch Atherdampf ins Azotometer gespiilt; das 
abgelesene Gasvolumen enthielt auBer Kohlendioxyd noch die 
Luftmenge, die durch das Erwirmen aus der Reaktionsfliissigkeit 
ausgetrieben wurde. Diese Luftmenge wurde durch einen Blind- 
versuch bestimmt und von dem gefundenen Gasvolumen abgezogen. 

0,02555 g¢ Substanz: Fiir 4 Molekiile CO, 

Ber. CO, 0,0244 g Gef. CO, 0,0239 g 

3. Bestimmung des Séiureniquivalents, das nach 
dem Erwirmen eines Mols Dioxymaleinsiure mit 
iiberschiissigem Mercuronitrat vorhanden ist: Fiir diese 
Untersuchung arbeiteten wir das folgende Verfahren aus, um 
Salpetersiiure neben Mercuronitrat acidimetrisch bestimmen 
zu kénnen: 

Das Mercuronitrat wird mit iiberschiissigem Kaliumchlorid 
uimgesetzt und ein aliquoter Teil des Filtrates mit NaOH titriert. 

Eine gewogene Menge Dioxymaleinsiiure wurde in moglichst 
wenig Wasser gelést. Dann versetzten wir die Liésung in einem 
Mischkélbchen mit einer gemessenen Menge tiberschiissiger n/50- 
Mercuronitratlésung bekannter Aciditit. Das Gemisch wurde 
in siedendem Wasserbad bis zum Aufhoéren der Gasentwicklung 
erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde die Flissigkeit mit iber- 
schiissiger kaltgesiittigter Kaliumchloridlésung bis zur Marke 


a 


') K. Hess, Chem, Ber. Bd. 48, S. 1972 (1915). 
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aufgefiillt. Vom Filtrat wurde ein aliquoter Teil mit n/50-NaOH 
bei Gegenwart von Methylorange titriert. 


0,005610 ¢ Substanz: Fiir 8 Aquivalente Siiure 


Ber. 0,244 ecm n/1-Siure Gef. 0,239 ccm n/1-Saéure. 
0,005367 g Substanz: Fiir 8 Aquivalente Siiure 
Ber. 0,233 cem n/1-Siiure Gef. 0,236 ccm n/1-Siure. 


Ks haben sich also wiihrend der Reaktion 8 Mole Salpeter- 
siure gebildet. 


V. Qualitative Nachweise der Dioxymaleinsaure. 

1. Mit eisenhaltiger Kalilauge: Diese von Fenton?) 
angegebene Reaktion wurde in folgender Weise verfeinert: 
4ccm einer 0,03°/,igen wiBrigen FH errichloridlésung werden 
unter heftigem Umriihren langsam in 100 ccm einer 50°/, igen 
Kalilauge (pro analysi) eingetropft. Das Gemisch wird 2 Min. 
lang kriftig geschiittelt und dann 24 Stunden lang wohl ver- 
schlossen stehen gelassen. Die jetzt véllig klare Lisung wird 
vorsichtig vom ausgeflockten Ferrioxydhydrat abgegossen. 

1ccm der auf Dioxymaleinsiiure zu priifenden Lésung wird 
mit 3 cem dieser eisenhaltigen Kalilauge versetzt und um- 
geschiittelt. Nach 6—8 Sek. tritt eine violette Farbe auf, die 
nach etwa 10 Min. nach Rosa hin verblabBt. 

Kmpfindlichkeit: 0,05 mg Dioxymaleinsiure in 1 ccm Wasser. 

2. Mit Titanisalzlésung: Zweckmabig fiihrt man diese 
von Fenton?) angegebene Reaktion in folgender Weise aus: 
1 g¢ Titantetrachlorid wird unter Riihren in 40 g reine konz. 
Schwefelsiure eingetropft. Wenn die heftige Chlorwasserstoft- 
entwicklung beendet ist, wird das Gemisch in 50 cem destillierten 
Wassers eingegossen und auf etwa 18° abgekiihlt. 

1ccm der Lisung, die auf Dioxymaleinsiure gepriift werden 
soll, wird mit 0,5 ccm dieser Titanisalzlésung versetzt. Hs 
tritt sofort eine gelbrote Farbe auf. Dann wird das Gemisch 
‘/, Min. lang im Wasserbad auf 70° erwirmt, wodurch die Farbe 
der Lésung sich nach Rot hin vertieft. In konz. Lésungen ent- 
steht hierbei ein dunkel rotbrauner Niederschlag. 


—— 





) Soe. Bd. 65, S. 902 (1894). 
*) Soc. Bd. 93, S. 1069 (1907). 
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Empfindlichkeit: 0,01 mg Dioxymaleinsiure in 1 com Wasser. 

Dioxyweinsiure gibt nach Fenton?) zwar in der Wiirme, 
nicht aber in der Kilte die gleiche Reaktion. 

VI. Quantitative Bestimmungsmethoden der Dioxymaleinsaure 
im Gemisch mit anderen Sauren. 

1. Kolorimetrische Bestimmungsmethode: Herstel- 
lung der Titanisalzlésung: 1 ccm der auf Seite 16, Abschn. 2 an- 
gegebenen 1°/ igen Titanisalzlésung wird im Mefkolben mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefillt (= 0,02°/) ig.) 

Ausfiihrung der Bestimmung: 1 ccm der zu _priifenden 
wifrigen Dioxymaleinsiure-Loésung wird mit 10ccm der0,02 °/, igen 
Titanisalzlésung versetzt und 1 Min. lang im Wasserbad von 50° 
erhitzt. Der entstandene Farbton wird im Wolffschen Colori- 
meter mit einer in gleicher Weise behandelten wiiBrigen Dioxy- 
maleinsiure-Lésung bekannten Gehalts verglichen. Auf diese 
Weise lift sich Dioxymaleinsiiure zwischen den Konzentrationen 
von m/1007) bis m/300 mit einem (Ablese-) Fehler von 2°/, be- 
stimmen, z. B. 

a) lcem m/150 wiBriger Dioxymaleinsiure-Liésung _ ver- 
glichen mit 

b) 1 ccm m/300 wiBriger Dioxymaleinséure-Lésung. Farben- 
gleichheit bei: 

a) 51,3 Teilstrichen (als Mittel aus 5 Bestimmungen) 

b) 100 Teilstrichen. 

2. Titrimetrische Bestimmungsmethode: Das vor- 
liegende Siurengemisch wird in einem Mischkolben mit Wasser 
von etwa 0° aufgetiillt. In aliquoten Teilen werden die Siuren- 
gehalte vor und nach dem Erhitzen mit n/50-NaOQH und Phenol- 
phthalein titriert. 

Ausfiihrung der Bestimmung: 100 ccm der Siuren- 
lésung werden mit 1 ccm einer neutralen alkoholischen 2°/, igen 
Phenolphtaleinlésung versetzt. Nachdem in einem Vorversuch 
die zur Neutralisation etwa notwendige Menge roh bestimmt 
ist, wird die Hauptmenge der NaOH aus einer gewoéhnlichen 


*) Soe. Bd. 93, 8. 1069 (1907). 
*) Auch m/50 alkoholische Dioxymaleinsiiure-Lésung ist noch ver- 
gleichbar, 
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Biirette schnell zugegeben; die letzten Kubikzentimeter werden 
aus einer Mikrobiirette hinzugefiigt. Ein anderer aliquoter Teil 
wird 5 Min. lang iiber freier Flamme gekocht und dann die 
noch vorhandene Saure mit n/50-NaOQH und Phenolphthalein 
titriert. 

0,4491 g Dioxymaleinsiure und 0,9203 ¢ Weinsiiure auf 1000 cem 


aufgefiillt. 
100 cem verbrauchten vor dem Erhitzen 86,02 cem n/50-NaOH 
100s, es nach _,, 61,50 ,, a % 
Von Dioxymaleinsiure verbraucht: 24,52 cem n/50-NaOH 


Dioxymaleinsiure Ber. 24,40 cem n/50-NaOH 
Gef. 24,52 ecm n/50-NaOH 
Weinsiiure Ber. 61,33 cem n/50-NaOH 
Gef. 61,50 ecm n/50-NaOQH 


Zusammenfassung. 

1) Es wird auf die mégliche Bedeutung der in Glaucium 
luteum Scop. aufgefundenen Buten-2-diol-2,3-disiiure-1,4 fiir den 
Pflanzenstoffwechsel hingewiesen. 

2) Es wird ein einfaches Umwandlungsschema fiir diejenigen 
Pilanzensiiuren angegeben, die in Glaucium luteum Scop. auf- 
gefunden wurden. 

3) Es werden Umwandlungen der von Fenton als ,,Dioxy- 
maleinsiiure“ bezeichneten Buten-2-diol-2,3-disiure-1,4 in 
Tartronsiiure und in Oxalsiure mitgeteilt. 

4) Zur Charakterisierung der ,,Dioxymaleinsiure“ dient das 
Dimercurosalz. Es ist iuBerst unbestiindig. 

5) 1 Mol Dimercurosalz der ,,.Dioxymaleinsiiure“ wird durch 
Wasser bei 70° in 1 Mol Tartronsiiure, 1 Mol Kohlendioxyd 
und 2 Grammatome Quecksilber zersetzt. 

6) 1 Mol ,,Dioxymaleinsaiure“ und iiberschiissiges Mercuro- 
nitrat ergeben bei 70° 8 Mole Salpetersiiure, 4 Mole Kohlen- 
dioxyd und 8 Grammatome Quecksilber. 

7) Es werden mehrere Methoden fiir die quantitative Be- 
stimmung der ,,Dioxymaleinsiure“ angegeben. 

8) Es werden die Empfindlichkeiten geeigneter qualitativer 
Nachweise fiir ,,Dioxymaleinsiure“ bestimmt. 


—~ 
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Uber den bitteren Geschmack von Zuckerderivaten. 


Von 


Perey Brigl und Waldemar Scheyer. 





(Aus der Landesversuchsanstalt fir landwirtschaftliche Chemie an der Landwirtschaftlichen 
Hochschule Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, August 1926.) 


Sehr auffillig ist der schroffe Wechsel, den in der Gruppe 
der Zucker der Geschmack oft schon durch kleine Anderung 
im Molekil erfihrt, vor allem der Ubergang von intensiv siif 
zu stark bitter, wenn die Hydroxylgruppen der Zucker nicht 
mehr frei vorliegen, sondern durch irgendwelche Reste besetzt 
sind. So wird aus Rohrzucker durch Acetylierung das intensiv 
bitterschmeckende Octacetat. Aus dem reichen Material syn- 
thetisch erhaltener Zuckerderivate, das wir vor allem Emil 
Fischer und seiner Schule verdanken’), lieBe sich die Zahl 
der Beispiele beliebig vermehren. In den Arbeiten Emil 
Fischers ist in der Beschreibung der EKigenschaften neuer 
Substanzen der Geschmack zwar regelmiSig beriicksichtigt, 
jedoch beschriinken sich die Angaben auf eine qualitative 
Schitzung ob siiB, siiBlich, schwach oder stark bitter, dagegen 
fehlt eine genauere zahlenmifBige Angabe iiber die Stirke des 
Geschmacks. Die Messungen der Stiirke des Geschmacks sind, 
soweit die Zucker selbst in Frage kommen, in neuerer Zeit durch 
Paul’) nachgepriift, fiir eine Reihe von bitterschmeckenden 





') ILL. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 126, S. 126 (1923); LV. Mitteilung: 
Chem. Ber. Bd. 59, S. 1588 (1926). 

*) Zusammenstellung in: KE. Fischer, Untersuchungen tiber Kohlen- 
hydrate und Fermente Bd. I u. I, Berlin 1909 u. 1922. 

*) Paul, Zs. f. Untersuchung d. Nahrungsm, u. Genu8m. Bd. 43; 
S. 137 (1922). 
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Zuckerderivaten sind die noch fehlenden Angaben in der vor- 
liegenden Arbeit nachgeholt. 

Das Material Emil Fischers beziiglich der Bitterstoffe 
genauer zu sichten, verlockte, abgesehen von der Rolle, die 
natiirliche Bitterstoffe im der Tierernihrung spielen, besonders 
deshalb, weil gerade in der Zuckergruppe die Variationsmég- 
lichkeiten auBerordentlich groBe sind, so dab man hier noch 
am ehesten Aussicht hat, irgendwelche Zusammenhiinge zwischen 
Geschmack und Konstitution festzustellen. Cohn’) hat seiner- 
zeit gewisse amarogene Gruppen geglaubt feststellen zu kénnen, 
durch deren Gegenwart der bittere Geschmack hervorgerufen 
wird. v. Skramlik?) hat in seiner schénen Ubersicht iiber die 
Physiologie der niederen Sinne hervorgehoben, wie groB die 
Schwierigkeiten bei Annahme solcher amarogener Gruppen 
werden. Auch uns erschien es in Ubereinstimmung mit 
v. Skramlik recht zweifelhaft, ob man auf diesem Wege weiter 
kommen kénnte. Cohn muB beispielsweise bei den Glucosiden 
die zum allergréBten Teil bitter sein sollen, die Kinschrankung 
machen, da8 die Glucoside der niederen Alkohole ebenso wie 
die mancher mehrwertigen Phenole si8 schmecken. Ahnlich 
ist es bei den Estern, die meist bitter schmecken, jedoch gibt 
es mehrere Siuren, deren Kintritt in das Molekiil siif 
schmeckende Derivate geben kann. Die Zahl der Ausnahmen 
wird bei Annahme amarogener Gruppen so groB, dab von 
einer Regel nicht mehr die Rede sein kann. Grundsitzlich 
laBt sich iiberhaupt sagen, da8 die bitterschmeckenden Stoffe 
so auferordentlich verschiedenen chemischen Gruppen angehoren 
kénnen, daB es sehr schwer sein wird, den Kinflu8 einzelner 
Radikale festzulegen. Alkaloide auf der einen Seite, Zucker- 
derivate auf der anderen, Gallensiiuren, Gerbstoffe und Anthra- 
chinonderivate, Basen, Siiuren und neutrale Kérper, sie alle 
sind unter den bitterschmeckenden Stoffen vertreten. Die 


) G. Cohn, Die organ. Geschmacksstoffe, Berlin 1914, 8. 243 ff; 
Derselbe, Geschmack und Konstitution bei organ. Verbindungen, Stutt- 
gart 1915, 8S. 401 ff. u. 425. 

*) v.Skramlik, Handb. der Physiol. der niederen Sinne Bd. I, 
S. 406 ff., Leipzig 1926. 


~~ 
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Verhiiltnisse liegen ahnlich wie bei den Narkotica, wo die 
gleiche Wirkung durch Stoffe von recht verschiedenem Bau 
erzielt werden kann und wo physikalische EKigenschaften zur 
Erklirung der gleichen Wirkung mit Erfolg herangezogen 
wurden. Es wurde deshalb fiir méglich gehalten, dai auch 
bei den Bitterstoffen es Besonderheiten in den physikalischen 
Kigenschaften wiiren, die den gemeinsam bitteren Geschmack 
verursachten. 

Als Ursache jenes Reizes der Geschmacksnerven, den wir als 
bitteren Geschmack empfinden, kommt entweder eine chemische 
Veriinderung eines der Inhaltsstoffe der Geschmacksknospen 
in Frage oder — was wahrscheinlicher erschien — eine vor- 
iibergehende Anderung des physikalischen Zustandes der Zelle, 
durch die der normale Stoffwechsel in seinem Ablauf gestért 
ist, etwa Anderung in der Permeabilitit der Zellhaut oder 
dem kolloidalen Zustand der Inhaltsstoffe; mit anderen Worten, 
daB der bittere Geschmack durch eine Art Narkose der Ge- 
schmackszellen zustandekomme. 

Da8B Absorptionsvorginge bei dem Zustandekommen einer 
Geschmacksempfindung ganz allgemein von ausschlaggebender 
Bedeutung sind, hat vor allem Renqvist?+) zeigen kénnen. 

Aus dieser Erwigung heraus wurde neben der Bestimmung 
der Stiirke des bitteren Geschmackes die Léslichkeit in Wasser 
sowie die Oberflichenspannung der wirigen Lésung unter- 
sucht. Es sollte dann verglichen werden, ob zwischen diesen 
3 GréBen irgendwelche zahlenmibige Zusammenhinge bestiinden. 
Die Absicht, die Stirke der Adsorbierbarkeit aus der wibrigen 
Liésung zu messen, scheiterte daran, daB die meisten unter- 
suchten Stoffe eine recht geringe Liéslichkeit in Wasser hatten. 
Es wiire dadurch die Fehlergrenze bei der analytischen Methode 
zu gro& geworden. Als Ersatz fiir diese Messung wurde die 
stalagmometrische Messung der Oberfliichenaktivitaét ‘nach 
Traube gewihlt, da hier die Unterschiede bei der Messung 
viel gréBere sind, und da andererseits ein ungefaihrer Parallelis- 
mus zwischen Oberfliichenaktivitaét und Absorbierbarkeit wohl 


1) Renqvist, Skand. Arch. Physiol. Bd. 38, 8. 97 (1919); Bd. 40, 
S. 117 (1920). 
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angenommen werden darf, wenn man die bei der Narkose auf- 
sedeckten GesetzmiBigkeiten beriicksichtigt.‘) Das Bedenkliche 
an diesem Verfahren ist vor allem, daB man die Oberflichen- 
spannung von Wasser gegen Luft mift, wihrend im Nerv 
Grenzflichenaktivitit fliissig-fliissig oder fliissig-fest in Frage 
kommt. Es wurde deshalb auch versucht, wie sich die waBrige 
Lisung der Bitterstoffe gegeniiber organischen Fliissigkeiten, 
Olivendl oder Toluol, in ihrer Grenzflichenspannung verhielt. 
Die Unterschiede in den Ausschligen waren hier jedoch so 
geringe, daB von der Messung wieder abgesehen werden 
muBte. 

SchlieBlich wurde noch verglichen mit einer wiSrigen Lésung von 
Saccharoseoctacetat, ob die Quellung von Gelatine in reinem Wasser 
einen anderen Verlauf nimmt als in der wiBrigen Lésung eines Bitter- 
stoffes. Der Bitterstoff konnte ja auch den Quellungszustand irgendwie 
beeinflussen. Bei Gelatine war kein Unterschied wahrzunehmen. 

Ks bleibt also an durchgehend gepriiften Gré8en nur 
Geschmack, Léslichkeit in Wasser und Oberflichenaktivitit 
iibrig. 

In der Auswahl der Stoffe, die diesen Priifungen unter- 
worfen wurden, war der Gesichtspunkt leitend, méglichst ver- 
schieden gebaute Zuckerderivate heranzuziehen. Sie finden 
sich in Tab. I und If zusammen mit den Ergebnissen der 
Messungen zusammengestellt. Es handelt sich um 19 Sub- 
stanzen, die in teilweise recht miihsamer Arbeit bis zum Zu- 
stand der héchsten erreichbaren Reinheit gebracht wurden. 
Ks finden sich darunter hauptsiichlich Glucosederivate, teil- 
weise oder vollstiindig acetyliert und benzoyliert, Acetonglucosen, 
(zlucoside des Methylalkohols, des Phenols samt ihren Acetaten, 
schlieBlich auch zwei vollstiindig acetylierte Disaccharide, Mal- 
tose und Rohrzucker. 

Was die Liéslichkeit dieser Stoffe in Wasser angeht — 
iiber die technischen Einzelheiten der Bestimmung wird im 
Versuchsteil gesprochen, in der Tabelle ist nur in der letzten 
Zeile angegeben, ob die Gehaltsbestimmung gravimetrisch (g) 


1) Vgl. besonders O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, 8. 153 (1921); 
J. Traube, ebenda Bd. 153, S. 358 (1924); Bd. 157, S. 383 (1925). 
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Tabelle I (Léslichkeit in Wasser). 
ts | Loslichkeit | Art der Be- ’ 
A Nidainags AAG: RT | stimmung 
® . oe . 
1 Gewichts- der Léslich- 
La a) _ . | | 
= | Name der Substanz |, Dei | yc Subst.) MATE | Let (g = 
ws Temp. ! . Léslich- ; 
= » | in & Vol.- keit gravimetr. ) 
Ss Teilen Los. | (t=titrimetr.) 
| 
1 j«-Penta-acetyl-glucose') 19 982 | 0,00261 g. wu t. 
2 |3-Penta-acetyl-glucose')} 21 1247 | 0,00206 g. a t. 
2a] Gemisch von o- und} 20 | 470 | 0,00542 o Hu. t 
0-Penta-acetyl-glucose | | 
3 | 2,3,5,6-Tetra-acety|- 20 26,4 | 0,1088 g. u. t. 
glucose | 
4 3,5,6-Tribenzoyl- 21 | praktiseh unléslich t. 
glucose | 
5 | Tetrachlorkohlenstoff- | 18,5 praktisech unléslich t. 
verbindung von 4 
6 | 3,5,6 Tribenzoylmono-{| 17,5 etwa | etwa t. 
aceton-glucose — 80000 0,000023 
7 Diaceton-glucose 17,5 | 23,4  0,16426 g. u. t. 
8 3-Acetyl diaceton- 20 110 0,03008 g. a. t 
glucose | ' 
9 13(2}-Acetyl monoaceton-| 14 22,4 0,1705 g. u. t 
glucose 
10} 3-Benzoyl-diaceton- 16,5 5385 0,00051 t. 
glucose | 
11 6 ?)-Benzoyl-mono- 17 T7427 =| «=: 0,00042 t. 
acetonglucose | 
12 a-Phenolglucosid nicht bestimmt -— 
13 6-Phenolglucosid 12 33,6 | 0,1019 g. 
14 ¢ 2,3,5,6-Tetra-acetyl- iS >41666 <0,000057 | g. 
«-Phenolglucosid | (indirekt) 
15 | 2,3,5,6-Tetra-acetyl- | 17,5 >11111 | <0,00021 g. 
3-Phenolglucosid | (indirekt) 
16 2,3.5,6-Tetraacetyl- 15 140,2 | 0,01969 g. 
a-Methylglucosid | | 
17} 2,3,5,6-Tetraacetyl- iS | 416,6 | 0,00663 g. 
o-Methylglucosid | | 
18 | Octacetyl-saccharose so | He | 0,00126 g. uw. t. 
| | ; 
19 | Octacetyl-maltose 19,5 14684 | 0,0001 t. 
| 














) Franchimont fand, wohl infolge weniger einheitlichen Materials, 
héhere Werte und zwar fiir «-Pentaacetyl-glucose 1: etwa 655,5 Teilen 
Wasser von 18,5°, fiir 6-Acetat 1: 1175 Teilen Wasser von 18,5° (Ree. d. 
tray. chim. Pays-Bas Bd. 11, 8. 110 [1892)). 
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oder titrimetrisch (t) erfolgte —, so finden sich unter den bitter 
schmeckenden Stoffen erhebliche Abstufungen, von praktisch 
unléslichen, die nur in Form iibersittigter Lésung einen Ge- 
schmack erkennen lassen, bis zu recht gut léslichen, wo 1 Teil 
in 20 oder 30 Teilen Wasser bei Zimmertemperatur in Liésung 
ceht. Solange auch nur noch eine freie Hydroxy!gruppe an- 
wesend ist, pflegt eine merkliche Wasserléslichkeit vorhanden 
mu sein, wofern dem nicht andere Reste entgegenwirken, die 
die Léslichkeit herabsetzen, wozu vor allem der Benzoylrest 
cehért. Benzoyl setzt die Léslichkeit viel stiirker herab als 
Acetyl. Als besondere Beobachtung sei noch darauf hinge- 
wiesen, da aus einem Gemisch von «- und #-Pentaacetyl- 
elucose sich jede Komponente fast so lést, als ob sie allein 
vorhanden wire. 

Bei der Messung der Oberflichenaktivitat (Tab. I1) 
zeigte es sich, da& zwar die Mehrzahl der untersuchten Stoffe 
in Wasser gelést die Oberflichenspannung deutlich herabsetzt 
— in der Tabelle ist die Tropfenzahl des benutzten Stalagmo- 
meters angegeben, das bei reinem Wasser 40 Tropfen ergab —, 
es finden sich jedoch in buntem Gemisch Stofie mit hoher 
Tropfenzahl neben solchen mit recht geringer. Von dem feh- 
lenden Zusammenhang der Stiirke der Oberflichenaktivitit mit 
der des bitteren Geschmacks soll weiter unten die Rede sein. 

Was schlieBlich den Geschmack selber angeht, so ergeben 
sich groBe Abstufungen in der Stiirke des Geschmacks. Als 
Vergleichssubstanz wurde eine verhiltnismibig schwach bittere 
gewithlt, die «-Form der Pentaacetylglucose, die als fast ge- 
sittigte Lésung, als 1/500-molare Lisung angewandt wurde. 
Die Lésungen der anderen Stoffe wurden solange verdiinnt oder 
konzentriert, bis der Geschmack mit dem der a-Pentaacetyl- 
elucose als gleich empfunden wurde. In der Tabelle ist dann 
die Konzentration der gleichbitteren Lésungen, als molare 
Lésung gerechnet, angegeben (Spalte c) und davor in Spalte b 
die Zahl der im Liter gelisten Milligramme. Die Spalte d 
sibt an, wieviel stirker der untersuchte Stoff bitter schmeckt, 
auf gleiche Zahl Molekiile, nicht gleiche absolute Gewichts- 
menge berechnet, wenn die Bitterkeit der a-Pentaacetylglucose 
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Tabelle |j 


t) ¢ 




















Gleichbid 
Laufende . enthiilt ; 
Nr, Name der Substanz Substanz : : 
1 Liter} @ 
Lésung} : 
1 c-Penta-acetyl-glucose i804 | 9 
2 6-Penta-acetyl-glucose 3121) @ 
2a Gemisch von 1 u. 2 455 (Mitt a 
2, 3,5, 6-Tetra-acetyl-glucose 580.3) | 
8,5, 6-Tribenzoyl-glucose | : 
5 Tetrachlorkohlenstoffverbindung von 4 129,2) @ 
6 3,5, 6-Tribenzoyl-monoaceton-glucose 
7 Diaceton-glucose 2050,3) @ 
8 3-Acetyl-diaceton-glucose 680 (Mie a 
9 3 (?)-Acetyl-monoaceton-glucose 3495.2) @ 
10 3-Benzoyl-diaceton-glucose 171 (Mitt mn 
11 6 (?)- Benzoyl-monoaceton-glucose 810,4 i 
12 a-Phenol-glucosid 
13 6-Phenol-glucosid 
14 2,3,5,6-Tetraacetyl-a-Phenol-glucosid 
15 2, 3,5, 6-Tetraacetyl-5-Phenol-glucosid 
16 2, 3,5, 6-Tetraacetyl-a-Methyl-glucosid 1811 
17 2, 3,5, 6-Tetraacetyl-9.Methyl-glueosid 301,38] 3 
18 Octacetyl-saccharose 10,3 
19 Octacety|l-maltose 135,17 : 





als 1 angenommen wird. Diese Zahl, die als molarer Bitter- , 
keitsgrad bezeichnet ist, ist aus der Molarkonzentration der 
gleichbitteren Lésung ja einfach abzuleiten. Die Unterschiede 
im Geschmack betragen meist nur einige Einheiten, steigen 
celegentlich auf das 10—12fache, sinken andererseits auf den 
3. bis 4. Teil, Aus der Reihe heraus filJt vor allem das viel 
bitterere Saccharoseoctacetat (Nr. 18), das 132mal_ stirker 
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/m/200 0,4 47,5 53,5 
3} © m/1200 2,4 41,8 47 
>| m/66000 132 41,2 55 
©m/5000 10 47 46,5 
schmeckt. Von diesem Stoff geniigen schon 10,3 mg im Liter 


(m/66000) zur Herstellung einer gleichbitteren Lésung. Kine 
auf das 8fache verdiinnte Lésung schmeckt nur noch gerade 
anders als destilliertes Wasser (generelle Reizschwelle), wahrend 
die nur aufs anderthalbfache verdiinnte Lésung (m/100000) noch 
als spezifisch bitter empfunden wird, wenn man 5 ccm davon 


in den Mund nimmt. Danach geniigen 34 x 107° g vom Rohr- 
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zuckeracetat, um bitteren Geschmack empfinden zu lassen, 
Als Vergleich sei angefiihrt, da& bei Chinin') die spezifische 
Reizschwelle gleichfalls erreicht ist bei 1/100000-molarer Lé- 
sung, wenn 16 x 10~®g in 5 ccm in die Mundhohle gebrachit 
werden. 

Es war nun weiter die Frage zu kliiren, ob sich aus den 
beiden Tabellen irgendein Zusammenhang zwischen dem Ge. 
schmack und den gemessenen physikalischen Eigenschafteu | 
entnehmen lieB. Es war dies nicht der Fall. Von der Lis- 
lichkeit ist zu sagen, daB ein gewisses sehr geringes MaB an 
Wasserléslichkeit erforderlich ist, um Geschmack hervorzurufeu. 
Praktisch unlésliche Stoffe schmecken héchstens sandig. Ge- 
lingt es aber, davon iibersittigte Liésungen herzustellen, so | 
kénnen die gleichen Stoffe deutlich bitter schmecken. Ki: 
Beispiel ist die Tetrachlorkohlenstofiverbindung der Tribenzoy!- 
glucose (Nr. 5). Einfiihrung von Gruppen, die die Léslichkeit 
in Wasser herabsetzen und die in organischen Lésungsmitteln 
erhéhen, pflegt den bitteren Geschmack zu verstiirken, ein 
reziprokes Zahlenverhaltnis zwischen den beiden Kigenschaften 
besteht jedoch nicht. Geht man von der Diacetonglucose (Nr. 7) 
aus, so bewirkt Eintiihrung von Acetyl (Nr. 8), daB die Lés- 
lichkeit des Molekiils auf etwa 1/, sinkt, wihrend die Bitter- 
keit um das 4fache steigt, benzoyliert man (Nr. 10), so sinkt 
die Loéslichkeit auf 3/,,,, der Geschmack verstirkt sich aber 
nur auf das 20fache. Vergleicht man Tetraacetylglucose (Nr. 3 
mit Pentaacety]lglucose und zwar, da die Tetraacetylglucose in 
Lésungen ein Gemisch von @- und f-Form darstellt, mit der 
Lésung von «- und f-Pentaacetylglucose (Nr. 2a), so ergibt die 
Acetylierung des letzten freien Hydroxyls ein Sinken der Liés- 
lichkeit auf 4/,,, em Verstarken des Geschmacks um etwa die 
Halfte. Da in der Tabelle kein Fall zu finden ist, daB Ver- 
minderung der Léslichkeit Verminderung des bitteren Ge- 
schmacks hervorruft, bestimmt offenbar ein gemeinsames Ge- 
setz beide GréBen, es ist aber wohl recht komplizierter Natur. 
Ks ist durchaus nicht so, daB etwa selbst nur auf diesem eng- 





'! Gley u. Richet, C. r. hebd. des secances et mém. de la soc. 
biol. 8, série LI, 1885, 8. 237 (zitiert nach v. Skramlik, a. a. O.). 
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begrenzten Gebiet Stoffe gleicher molarer Léslichkeit auch 
gleichen Geschmack hatten bei einigermaBen analogem Aufbau. 
Acetyldiacetonglucose (Nr. 8) und Monobenzoyl-monoaceton- 
elucose (Nr. 11) sind gleich bitter, das Benzoylderivat ist aber 
75 mal weniger léslich. 

Ahnlich wie bei der Léslichkeit steht es auch mit einem 
Zusammenhang zwischen Geschmack und Obertlachenaktivitit. 
Bei fliichtiger Betrachtung der Tabelle II scheint ein gewisser 
Zusammenhang da zu sein, indem meist die stirker oberflichen- 
aktiven Substanzen auch stiirker bitter sind, bei niiherer Betrach- 
tung ergeben sich aber sofort Abweichungen von dieser Regel. 
Am deutlichsten beweist, dab kein notwendiger Zusammenhang 
dieser beiden GréBen besteht, eine Durchsicht der Spalte e, in die 
die Tropfenzahl gleich bitterer Lésungen eingetragen ist. Stark 
oberflichenaktiven Stoffen, wie dem Maltoseacetat (Nr. 19) oder 
dem Acetat des §-Methylglucosids (Nr. 16), stehen Stoffe mit 
eeringer Aktivitiit gegentiber. Das §-Phenolglucosid ist fast 
inaktiv, obgleich es ausgepragten bitteren Geschmack hat. 

Trotzdem gibt es eine Gesetzmibigkeit, die sich beziiglich 
der Stirke des Geschmacks aus der Tab. If ableiten 1Jibt. 
Derivate der #-Glucose schmecken regelmafig stirker bitter 
als die entsprechenden Abkémmlinge der «-Glucose. Es ist 
dies der Fall beim Glucosepentaacetat (Nr. 1 u. 2), bei den 
Acetaten des Methylglucosids (Nr. 16 u. 17), bei den beiden 
Phenolglucosiden (Nr. 12 u. 18) und den dazugehérigen Ace- 
taten (Nr. 14 u. 15). Die Unterschiede sind recht ausgepriigt, 
der Ubergang in die B-Form bedingt eine Steigerung des bit- 
teren Geschmacks auf das 3- bis 6fache. Man ist daher wohl 
berechtigt, von einer Regel zu sprechen. Nun sind ja @- und 
B-Form beziiglich der Anordnung der Atome an den Kohlen- 
stoffen 2—6 villig gleich gebaut, die Anordnung am Kohlen- 
stoff 1 unterscheidet sich wie die zweier optischer Antipoden. 

Was hier beziiglich des bitteren Geschmacks festgestellt 
wurde, deckt sich weitgehend mit dem, was zuerst E. Fischer?) 
bei Aminosiiuren iiber die Abhiingigkeit des sii8en Geschmacks 

) E. Fischer, Unters. iiber Aminosiuren, Polypeptide u. Proteine 
Bd. 1, 8. 157 (1906); Ferner Cohn, Geschmacksstoffe §. 96. 
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von der Kontiguration aufgefunden hat, daB d- und 1-Form 
durchaus verschieden schmecken kénnen, die eine sii8, die 
andere fade oder sogar bitter. Die d-Form von Leucin, 
Phenylalanin, Asparagin, Histidin schmeckt siiB, die 1-Formen 
nicht. Auch beim Geruch liegen ahnliche Beobachtungen 
J.v. Brauns’) vor, daB der Geruch der d- und 1-Form als 
verschieden stark empfunden werden. In den Rahmen dieser 
Beobachtungen fiigen sich nun die untersuchten Zuckerderivate 
ausgezeichnet ein. Feinheiten im Bau wie die verschiedene 
Anordnung der Gruppen am Kohlenstoff 1 haben einen min- 
destens ebenso groBen Eintlu8 auf den Geschmack wie Ersatz 
einer Hydroxylgruppe durch eine ,amarogene“ Gruppe. Eine 
Folgerung darf man aus dieser Feststellung wohl ziehen: Nicht 
einzelne herausgegriflene Gruppen im Molekiil dirfen einer 
Betrachtung iiber die Ursachen des Geschmacks zugrunde ge- 
lest werden, die gegenseitige Lage aller vorhandenen Gruppen, 
ihre wechselseitige Beeinflussung ist dafiir von ausschlaggebender 
Bedeutung. Noch ist es nicht so weit, daB wir diesen gegen- 
seitigen KinfluB irgendwie zahlenmifgig erfassen kénnen, die 
Fortschritte der Atomphysik in den letzten Jahren lassen aber 
hoffen, daB der Zeitpunkt nicht mehr allzufern liegt, wo dies 
erreichbar wird, 
Versuchsteil.*) 
A. Allgemeines tiber die Methodik. 


Die Bestimmung der Léslichkeit erfolgte in der Weise, 
daB die reine, fein gepulverte Substanz bei Zimmertemperatur 
20—30 Stunden mit einer zur Loésung nicht ausreichenden 
Menge Wasser geschiittelt wurde. Es wurde stets darauf ge- 
achtet, daB nach dem Schiitteln noch ein gréSerer Teil der 
angewandten Substanz ungelést geblieben war. Da die Tem- 
peratur des Schiittelraumes nicht ganz gleichmiBig zu halten 
war, wurde als Lésungstemperatur die Temperatur der letzten 
3 Stunden genommen. Die Zeit des Schiittelns wurde sehr 


1) J. v. Braun, Chem. Ber. Bd. 56, S. 2268 (1923); Bd. 58, S. 2210 
(1925); Bd. 59, S. 1999 (1926). 

*) Wegen zahlreicher Einzelheiten und Analysendaten wird auf die 
Doktordissertation von W. Scheyer (Hohenheim 1926) verwiesen. 
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lang gewihit, um sicher gesittigte Lésungen zu haben, obgleich 
vielfach schon eine viel kiirzere Dauer des Schiittelns fiir 
diesen Zweck ausreichte. So wurde bei den beiden Penta- 
acetylglucosen, wo die von uns ermittelten Werte erheblich 
niedriger lagen als friher von Franchimont (a. a. 0.) nach 
nicht genauer bekannter Methodik gefundene, festgestellt, daB 
Sattigung schon nach 4 stiindigem Schiitteln erreicht war. Hier 
wurde auch noch eine bei den empfindlicheren Zuckerderivaten 
wohl weniger empfehlenswerte Methode versucht, die aber den 
gleichen Wert wieder ergab, nimlich das Pentaacetat bei 
héherer Temperatur, bei 35—40°, 2 Stunden mit Wasser zu 
digerieren und die so gewonnene, bei Zimmertemperatur iiber- 
sittigte Lésung 6 Stunden bei 19,5° im Thermostaten unter 
hiufigem Schiitteln zu halten. Da alle diese Variationen eine 
gleichkonzentrierte Liésung ergaben, darf die Methodik ails ein- 
wandfrei angesehen werden zur Herstellung einer bei Zimmer- 
temperatur gesittigten Liésung. Wenn Franchimont bei den 
Pentaacetaten eine héhere Léslichkeit gefunden hat, so liegt 
der Grund offenbar darin, daB seine Priaparate nicht ganz 
einheitlich waren, der a@-Form noch etwas #-Form beigemengt 
war und umgekehrt. Dafiir spricht der noch etwas zu niedrige 
Schmelzpunkt seiner Acetate; dafiir spricht auch der von uns 
gemachte Versuch, wonach von einem kiinstlich hergestellten 
Gemisch von e- und §-Form noch etwas mehr in Lésung geht 
als der Summe der Léslichkeit der Einzelkomponenten ent- 
spricht, eine kleine Beimengung von #-Form zur a-Form ge- 
niigt also schon zur Vortiiuschung einer erhéhten Lésbarkeit. 

Nach der Herstellung der gesiittigten Lisung wurde vom 
Ungelésten abfiltriert und in einem bestimmten Volumen des 
Filtrats entweder gravimetrisch oder titrimetrisch der Gehalt 
bestimmt. Diese Bestimmung erforderte deswegen besondere 
Sorgfalt, weil es sich in der Mehrzahl der untersuchten Fille 
um recht schwer lisliche Stoffe handelte. Bei Substanzen mitt- 
lerer Léslichkeit wurde die gravimetrische Methode gewihlt, 
indem 100, 50 oder 20 ccm je nach der Léslichkeit in einer 
flachen Schale im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure ein- 
gedunstet wurde, wobei durch Erwarmen auf 100° nach dem 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLX. 15 
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Erreichen der Gewichtskonstanz kontrolliert wurde, ob der 
Koérper mit Krystallwasser sich ausgeschieden hatte, was nur 
beim #-Phenolglucosid der Fall war. Bei der titrimetrischen 
Gehaltsbestimmung wurde der Zucker nach Bertrand be- 
stimmt, nachdem vorher durch Hydrolyse mit kochender ver- 
diinnter Salzsiure das betreffende Zuckerderivat gespalten war. 
Aus dem ermittelten Glucosegehalt der Lésung wurde dann 
der urspriingliche Gehalt an Substanz rechnerisch gefunden. 
Die Schwierigkeit hierbei war, daB die Zeit der Kinwirkung 
und die Stirke der Siure so gewihlt werden muBte, daB die 
Hydrolyse vollstiindig war, von dem gebildeten Zucker aber 
noch nichts zerstért war. Bei Glucosederivaten erwies sich 
meist als geeignet n/5-Salzsiure, mit der 2 Stunden gekocht 
wurde. Die Brauchbarkeit der Methode wurde so kontrolliert, 
daB man abgewogene Mengen des betreffenden Stoffes mit 
gleich starker Siure ebensolange behandelte und feststellte, 
wieviel Prozent wiederzufinden waren. Bei leicht verseifbaren 
Glucosederivaten, wie etwa den beiden Pentaacetaten oder Aceton- 
glucose, findet man die angewandte Menge quantitativ wieder. 
Mit der Konzentration der Siiure noch heraufzugehen, ist nicht 
giinstig, man findet beispielsweise bei n/2-Salzsiiure nach 
2 Stunden nur noch 95,6°/, des Zuckers wieder, man ist aber 
gelegentlich, vor allem bei den schwer hydrolysierbaren Glu- 
cosiden dazu gezwungen und mu dann eine gewisse Zer- 
stérung des abgespaltenen Zuckers in Kauf nehmen. Man 
kann sich dann so helfen, daB man bei einem Versuch mit 
abgewogenen Mengen bestimmt, wieviel Prozent wiederzufinden 
sind, und die gleiche Prozentzahl auch bei der Konzentrations- 
bestimmung der unbekannten Lésung in Rechnung setzt. In 
solchen Fallen, wie beim Acetat des #-Methylglucosids, wird 
man aber der gravimetrischen Methode den Vorzug geben. 
Am wenigsten befriedigte das Resultat bei den Acetaten 
des @- und f-Phenolglucosids. Diese Stofie waren so wenig 
léslich, daB die gravimetrische Methode versagte, wihlte man 
die titrimetrische, so war bei der Siurehydrolyse n/5-Saure 
bedeutend zu schwach, um den Stoff zu spalten, bei n/2 fand 
man 86°/, des zu erwartenden Zuckers, wobei es aber unsicher 
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blieb, ob diese Differenz durch anderweitige Reaktion des 
gebildeten Zuckers oder unvollstindige Hydrolyse hervorgerufen 
war. Hs wurde deshalb bei den beiden Phenolglucosid- 
acetaten eine indirekte gravimetrische Methode zur Bestimmung 
der Léslichkeit benutzt, bei der aber die gréBere Wahrschein- 
lichkeit dafiir spricht, da8 eine zu hohe Léslichkeit vorgetiiuscht 
wurde. Es wurde eine genau gewogene Menge des Acetats mit 
einem abgemessenen Volumen Wasser bei Zimmertemperatur 
geschittelt, dann mit Hilfe des immer wieder verwendeten 
Filtrats der unlésliche Anteil quantitativ in ein Jenaer Glas- 
tiegelchen gespiilt und nach dem Trocknen gewogen. Die Dif- 
ferenz zwischen Anfangs- und Endgewicht ergab den geliésten 
Anteil. Da es sich nur um Mengen von 2,4 mg fiir 100 ccm 
beim @-Phenolglucosid-acetat handelt, bei der 8-Form um 9 mg, 
sind die Fehler naturgemif groB, der Wert der Tabelle kann 
hier nur ungefaihren Charakter haben. 

Bei der Bestimmung der Tropfenzahl dieser gesittigten 
und spiiter der gleich bitteren Lésungen wurde das bekannte 
Stalagmometer nach J. Traube benutzt. Schwierigkeiten er- 
gaben sich nur bei der fir einzelue Geschmacksproben er- 
forderlichen Anwendung ibersittigter Lésungen. Je nach der 
Geschwindigkeit des Auskrystallisierens bekam man ganz wech- 
selnde Werte, die in die ‘l'abelle nicht aufgenommen wurden. 

Bei der Bestimmung des Geschmacks wurde regel- 
miBig von Lésungen ausgegangen, da beim Kosten der festen 
Snbstanz die Schnelligkeit der Auflésung im Speichel die Stirke 
der Empfindung entscheidend beeinfluBte. Die Geschmacks- 
stiirke der zu priifenden Lisungen durfte keine zu hohe sein, 
da sich sonst die Unterschiede im Geschmack verwischen. Man 
kann beispielsweise bei dem so intensiv bitter schmeckenden 
Rohrzuckeracetat auf Grund des Geschmacks nicht entscheiden, 
ob eine m/2000- oder eine m/4000-Lésung stirker ist, beide 
schmecken unertriiglich gallebitter. Als Grundlésung erwies 
sich eine m/500-Lésung von «-Penta-acetyl-glucose als sehr 
geeionet. Der Geschmack ist rein bitter und wird an allen 
Schmeckorten der Mundhoéhle fiir Bitter ziemlich gleichmibig 
empfunden, nicht nur am Zungengrund, wo ja die Rezeptions- 


15* 
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fihigkeit fiir Bitter am ausgeprigtesten ist, sondern auch an 
den Zungenriindern und der Zungenspitze. Der Grad der Bitter- 
keit hilt sich in ertraglichen Grenzen, so dai durch Schmecken 
der Grundlésung keine allzu starke Abstumpfung fir die kurz 
darauf folgende Lésung besteht. In zweifelhaften Fallen emp- 
fiehlt es sich aber immer, nach einer angemessenen Pause von 
mindestens */, Stunde in umgekehrter Reihenfolge nochmals 
zu priifen. Kine gréBere Zahl von Einzelproben am gleichen 
Tage vorzunehmen, ist nicht richtig, da bald Ermiidung ein- 
tritt. Geprift wurde so, daB von der mit dem Glucoseacetat 
zu vergleichenden Substanz X ein bestimmter Bruchteil des 
Molekiils in Wasser gelést wurde, wenn nétig, unter gelindem 
Erwiirmen, nur in Ausnahmefillen, wenn praktisch unléslich, 
unter stiirkerem Erwiirmen und nach dem Abkiihlen die Ge- 
schmacksprobe angestellt wurde. Geachtet wurde darauf, dab 
von den beiden zu vergleichenden Liésungen gleiche Volumina 
in den Mund genommen wurden, meist 10 ccm. Die untere 
Grenze war 5ccm. Die Anfangskonzentration von X wurde 
so hoch gewahlt, daB sie, soweit es die Liéslichkeit nur irgend 
zulief, stiirker war als die Vergleichslésung, und dann so weit 
verdiinnt, bis eine Lésung von X als stirker, die andere als 
schwiicher empfunden wurde. Sobald man sich dem Gebiet 
der Geschmacksgleichheit naiherte, wurden die Proben von einer 
groben Zahl von Einzelpersonen angestellt, wobei der Inhalt 
der Glaser dem Versuchsansteller ganz unbekannt war, so dab 
unwillkiirliche Beeinflussung des Urteils fortfiel. Gelegentlich 
wurde dann eine bestimmte Konzentration von X_ iiberein- 
stimmend als gleichbitter mit der Vergleichslésung bezeichnet, 
bei manchen Stoffen, wo noch ein Neben- oder Nachgeschmack 
vorhanden war, schwankten die Urieile starker, man mubBte 
sich dann, wie aus der Tab. Il sofort ersichtlich ist, damit 
begniigen, eine Lésung zu finden, die noch sicher als stirker 
und eine andere, die sicher als schwiicher bezeichnet wurde. 
DaB die Versuchsansteller iiberhaupt fiir Geschmacksproben 
geeignet waren, wurde von Zeit zu Zeit dadurch kontrolliert, dab 
sie zwei in der Konzentration nicht sehr auseinanderliegende Lé- 
sungen des gleichen Stoffes geschmacklich unterscheiden muBten. 
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B. Einzelbemerkungen. 


Wie schon erwihnt, soll auf die Wiedergabe der analy- 
tischen Daten verzichtet werden, die sich in der Dissertation 
des einen von uns finden, hier wird nur noch kurz iiber die 
Darstellung und Reinheitsgrade berichtet, sowie von besonderen 
Beobachtungen, die bei dem einen oder anderen Stoff gemacht 
wurden. Die Reihenfolge der Besprechung ist die der beiden 
Tabellen. 


1. a-Penta-acetyl-glucose, dargestellt nach Behrend und Roth’) 
durch Acetylieren von a-Glucose mit Essigsiiureanhydrid-pyridin bei 
0°. Das Rohprodukt wurde aus 96°/,igem Alkohol bis zu einem Schmelz- 
punkt von 113,5—115° umkrystallisiert. Die Bestimmung der Léslich- 
keit ergab nach allen im methodischen Teil geschilderten Verfahren den 
gleichen Wert von 1: 982 bei 19°. Die Schwankungen betrugen 979 bei 
der titrimetrischen, 985 bei der gravimetrischen Bestimmung, Mittel 982. 
Zur Herstellung der Grundiésung fiir die Geschmacksproben wurde 
jedesmal 0,3902 g in einem 500 cem-Me8kolben in Wasser unter vor- 
sichtigem Erwirmen und Schiitteln gelést und nach dem Erkalten auf 
500 cem aufgefiillt. 


2. -Penta-acetyl-glucose, dargestellt nach E. Fischer.?) Beim 
Umkrystallisieren aus Alkohol wurden nur die beim Abkiihlen auf 
Zimmertemperatur rasch auskrystallisierenden Anteile benutzt, um Material 
zu erhalten, das sicher frei von o-Form war. Schmelzp. 135,5°. 


2a. Mischung von 1 und 2. Um den Einflu8 von Beimengungen 
auf Léslichkeit und Geschmack zu erkennen, wurden je 1 g «-Acetat und 
1 g 6-Acetat fein gepulvert, in der Reibschale gemischt und mit 350 ecm 
Wasser von 20° 11 Stunden geschiittelt. Es liste sich noch etwas mehr, 
als wenn jede Komponente fiir sich gelést worden wire, Der Schmelz- 
punkt des beim Eindunsten der Liésung auskrystallisierenden Anteils war 
97—97,5°. Der Grad der Bitterkeit einer Lésung gleicher Gewichtsteile 
beider Formen liegt zwischen dem der Einzelkomponenten, etwa in der 
Mitte. 


8. 2.3,5,6-Tetra-acetyl-glucose, dargestellt nach E. Fischer und 
Hess*) aus Acetobromglucose. Es wurde das aus dem Aceton direkt 
beim Eindunsten im Vakuum krystallinisch herauskommende Material 
nach scharfem Trocknen benutzt, da jedes Umkrystallisieren nur zu 


1) Liebig, Ann. der Chem. Bd 331, S. 362 (1904). 
2) Chem. Ber. Bd. 49, 8. 584 (1916). 
8) Chem. Ber. Bd. 45, S. 914 (1912). 
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einem Ubergang der zuerst vorliegenden $-Form in ein Gemisch der 
Isomeren AnlaB gibt. Schmelzp. 123—126° 

4u 5. Die 3,5,6-Tribenzoyl-glucose wurde, genau nach E. Fischer 
und Rund’) aus der Tribenzoyl-monoacetonglucose in Form ihrer Doppel- 
verbindung mit Tetrachlorkohlenstoff gewonnen. Schmelzp. 71—77°. Die 
durch mehrfaches Abdampfen mit Ather im Vakuum vom Tetrachlor- 
kohlenstoff befreite Tribenzoylglucose wurde entsprechend den Angaben 
der Literatur nur als ziihes Ol erhalten. Beide Substanzen sind in 
Wasser nur in so kleinen Mengen ldslich, daB von einer Bestimmung 
dieser Spuren abgesehen werden muBte. Fiir die Geschmacksprobe 
wurde von der krystallisierten Tetrachlorkohlenstoff-Verbindung aus- 
gegangen, von der 0,0646 g in 500 cem Wasser nach liingerem Kochen 
in Lésung zu bringen war. Das Aufkochen der Liésung wurde trotz 
der Gefahr partieller Zersetzung gewihlt, um den den Geschmack stéren- 
den Tetrachlorkohlenstoff mit den Wasserdimpfen zu entfernen. Da 
sonst Triibung eintrat, muBte in 35° warmer Liésung die Geschmacks- 
probe angestellt werden. Die Vergleichslisung von a-Acetylglucose 
wurde auf die gleiche Temperatur erwirmt. 

6. Tribenzoyl-monoacetonglucose, dargestellt nach E. Fischer und 
Rund?) durch Benzoylieren von Monoacetonglucose mit Benzoylchlorid- 
chinolin bei 65°, nur wurde statt der angegebenen 7 Stunden 17 Stunden 
erhitzt, da sonst die Benzoylierung unvollstindig bleibt.*) Man erhiiit 
dann ein gut aus Ather krystallisierendes Material. Schmelzp. 121—122,5° 
aus Ligroin. Die Substanz ist in Wasser so unléslich, daB keine fiir 
die Geschmacksprobe geeignete Lisung herzustellen war, der Geschmack 
war der von reinem Wasser. 

7. Die Diacetonglucose, Schmelzp. 111°, wurde nach einem von 
Herrn Dr. Schinle ausgearbeiteten Verfahren dargestellt, das sich weit- 
gehend deckt mit dem inzwischen von Freudenberg und Smeykal*) 
veréffentlichten. Durch Acetylieren mit Essigsiureanhydrid-Pyridin wurde 
daraus die 

8. Acetyl-diacetonglucose, Schmelzp. 62—63°, gewonnen, in Uber- 
einstimmung mit der Schilderung von E. Fischer und Noth.®) 

9. Monoacetyl-monoaceton-glucose wurde nach Fischer und Noth®) 
durch Behandlung von 8. in Alkohol mit verdiinnter Schwefelsiure ge- 
wonnen. Bei Verwendung der vorgeschriebenen 2 n-Schwefelsiure wurde 


Caer ee 


1) Chem. Ber. Bd. 49, S. 100 (1916). 
2) Chem. Ber. Bd. 49, 8. 99 (1916). 
5) Feststellung von R. Schinle, Doktordissertation Tiibingen 1926. 
*) Chem. Ber. Bd. 59, S. 106 (1926). 
5) Chem. Ber. Bd. 51, S. 335 (1918). 
6. Chem. Ber. Bd. 51, S. 336 (1918). 
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nur ein erheblich mit acetylfreier Monoacetonglucose vermischtes Produkt 
erhalten, erst Verwendung von n/2-Siure ergab ein reineres Produkt 
yom Schmelzp. 139—143°, wiihrend in der Literatur 144—146°, nach 
Sintern bei 140° angegeben ist. Da Monoacetonglucose bei 163° schmilzt, 
ist ein hdherer Schmelzpunkt kein sichereres Kriterium fiir héhere 
Reinheit. 

10. 3-Benzoyl-diacetonglucose lieB sich gut nach der Vorschrift von 
E. Fischer und Noth’) erhalten, Schwierigkeiten machte nur das Er- 
halten der ersten Impfkrystalle. Schmelzp. 66,5°. Der Geschmack war 
etwas abweichend, ausgesprochen gallebitter, so daB eine Eingliederung 
in die Skala der Bitterstoffe schwierig war. 


11. 3- oder 6-Benzoyl-monoaceton-glucose, wurde nach Ohle?) durch 
Benzoylierung von Monoacetonglucose mit Benzoylchlorid-Pyridin am 
bequemsten erhalten, mit einem Schmelzp. von 191—194°. Zur Ge- 
schmacksprobe mu8ten iibersittigte Lésungen verwendet werden, die 
aber bei raschem Abkiihlen geniigend lange haltbar blieben. 

12—15. a- und f-Phenolglucosid und seine Acetate. Es wurden 
zur Darstellung die verschiedenen in der Literatur beschriebenen Metho- 
den durchversucht, am zweckmiBigsten erwies es sich, nach E. Fischer 
und vy. Mechel’) Acetobromglucose mit Phenol bei Gegenwart von 
Chinolin zu kuppeln. Man erhiilt dabei das genau nach Fischers An- 
gaben gut trennbare Gemisch der Acetate der a- und §-Form, aus 
denen weiter durch Verseifung mit Baryt leicht auch die freien Glucoside 
erhiltlich waren. Die Schmelzpunkte der erhaltenen Korper waren: 

«-Phenolglucosid, aus Wasser krystallisiert, 173—174°, §-Phenol- 
glucosid, aus Wasser, 175—176°, a-Phenolglucosid-acetat, aus absolutem 
Alkohol, 114—115°, §-Phenolglucosid-acetat, erst aus Tetrachlorkohlen- 
stoff, dann aus absolutem Alkohol, 126—127°. 


Die bei der Léslichkeitsbestimmung der Acetate auftretenden 
Schwierigkeiten sind schon im methodischen Teil geschildert, bei den 
freien Glucosiden geniigte die gravimetrische Methode. 


Bei der Geschmackspriifung war eine Einordnung insofern schwer, 
als besonders das #-Phenolglucosid, weniger das «-Glucosid einen schlecht 
definierbaren Beigeschmack hatte, der bei der Verdiinnung langsamer 
abgeschwiicht wurde als der eigentlich bittere Geschmack, weswegen 
auch die Urteile ziemlich auseinandergingen. In weniger ausgepriigter 
Weise war dies Schwanken in der Beurteilung des Geschmacks auch 
bei den Acetaten zu finden. Es mufSten hier iibersittigte Lésungen ver- 
wendet werden. 





1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 324 (1918). 
*} Chem. Ber. Bd. 57, S. 409 (1924). 
3) Chem. Ber. Bd. 49, S. 2813 (1916). 
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16. Tetraacetyl-o-Methylglucosid, wurde auf dem iiblichen Wege, 
durch Acetylieren von a-Methylglucosid mit Essigsiureanhydrid—Natrium- 
acetat gewonnen.') Schmelzp. 101—102° 


17, Tetraacetyl-f-Methylglucosid wurde gleichfalls nach Kénigs 
und Knorr?) erhalten. Schmelzpunkt aus Ather 104—105,5°. 


18. Octacetyl-saccharose, durch Acetylieren von Rohrzucker mit 
Essigsiiureanhydrid-Natriumacetat, schmolz nach zweimaligem Krystalli- 
sieren aus Alkohol nach vorhergehendem Sintern bei 69° bei 72—73°. 
Sein ganz besonders bitterer Geschmack ist schon im allgemeinen Teil 
hervorgehoben. 


19. Octacetyl-maltose, erhalten nach Brig] und Mistele’), schmolz 
nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 160—161°. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Es wurden 19 bitterschmeckende Zuckerderivate még- 
lichst verschiedenen ''yps auf Wasserléslichkeit, Oberfliichen- 
aktivitiit, stalagmometrisch gemessen, und Starke des Ge- 
schmacks untersucht, und festgestellt, ob zwischen diesen 
GréBen Zusammenhinge bestehen. Es war dies nicht der 
Fall. Die Ergebnisse sind in Tab. I und II niedergelegt. 


2. Die Wasserléslichkeit bei Zimmertemperatur schwankt 
in den untersuchten Fallen von 4°/, bis zu 0,00125°/). Hin- 
fiihrung von Gruppen, die die Wasserléslichkeit herabsetzen 
und die Léslichkeit in organischen Mitteln erhéhen, pflegt den 
bitteren Geschmack zu verstirken, ohne Parallelismus zwischen 
beiden Eigenschaften. Ein geringes Ma8 von Wasserléslich- 
keit ist zur Erzeugung einer Geschmacksempfindung not- 
wendig, jedoch kénnen auch praktisch unlésliche Stoffe bitter 
schmecken, sofern man iibersittigte Lésungen davon her- 
stellen kann. 


3. Viele Bitterstoffe sind stark oberfliichenaktiv, ohne dab 
diese Kigenschaft parallel mit dem Geschmack steigt und 


fillt, wie besonders der Vergleich der Tropfenzahl gleich 
bitterer Lésungen zeigt. 


4. Der Geschmack wurde verglichen mit dem von «-Penta- 


') Kénigs u. Knorr, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 970 (1901). 
*) Diese Zs. Bd. 126, S. 120 (1923). 
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acetyl-glucose. Bei weitem am bittersten schmeckte Octacetyl- 
rohrzucker, von dem 34-10~° g zur Erzeugung eines spezifischen 
Geschmacks ausreichten. 

5. Hin ausgeprigter Zusammenhang besteht zwischen 
dem Geschmack und der riiumlichen Anordnung der an den 
einzelnen Kohlenstoffatomen verankerten Atomgruppen. Deri- 
vate der #-Glucose schmecken regelmiBig erheblich bitterer 
als die der «Glucose. Auch diese Versuche sind daher ein 
erneuter Beweis dafiir, daB zwischen dem chemischen Bau 
der Geschmacksstofie und dem der Inhaltsstoffe der Geschmacks- 
zellen Zusammenhinge bestehen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Co-Zymase und der Co-Reduktase. 


Von 
Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, August 1926.) 


A. Co-Zymase. 


1. Verhalten der aus Glykogen abgespaltenen Hexose 
zu ausgewaschener Trockenhefe. 


Vor etwa 2 Jahren sind Euler und Myrback?) zum 
Ergebnis gekommen, da8 ,,die Bildung der Phosphorsiureester 
aus den Hexosen oder méglicherweise eine noch friihere Um- 
wandlung des Zuckers diejenige Reaktionsstufe der Girung ist, 
zu welcher die Mitwirkung der Co-Zymase erforderlich ist“. 

Wenn wir in friiheren Arbeiten aus diesem Institut die 
Co-Zymase als Co-Phosphatese aufgefaBt haben?), so blieb immer 
noch die Méglichkeit, daB die Isomerisation der Glucose, welche 
der Zymophosphatbildung vorangeht, von der Gegenwart der 
Co-Zymase abhingig ist, daB also die Co-Zymase als Co-Iso- 
merase fungiert. Diese Méglichkeit schien uns um so mehr der 
Priifung wert, als seither die Annahme, daB es eine labile 
Form der Glucose ist, welche direkt der Veresterung unter- 
liegt, wesentliche Stiitzen erhalten hat und da wir auf die 
Annahme der Existenz von zwei an der Girung beteiligten 
Co-Enzymen*) wieder zuriickkommen. 





1) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 139, S. 15 (1924). 
*) Euler und Nilsson, Diese Zs. Bd. 148, S. 23 (1925). 
*) Euler und Berggren, Zs. f. Gérungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 (1912). 
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Nun deutet einerseits der Umstand, da8 Glykogen, welches 


Glucose in einer labilen Form entstehen liBt, aus welcher 


dann «- bzw. 8-Glucose entsteht, darauf hin, dai die Glykogen- 
synthese der Hefe nicht direkt aus den stabilen Glucose- 
formen geschieht +), sondern durch Vermittlung des Zymophos- 
phates bezw. einer mit der Phosphatese zusammenwirkenden 


Isomerase. 


Andererseits konnten wir zeigen”), daB die bei der Glykogen- 
spaltung durch Malzamylase auftretende Glucoseform erheblich 
schneller vergirt als stabile Gleichgewichtsglucose. *) 

Ks kénnte die hierbei zur Vergirung kommende Glucose- 
form identisch sein mit der auch in Beziehung zum Blutzucker 
stehenden labilen Glucoseform, fiir welche nunmehr zahlreiche 
Bezeichnungen vorgeschlagen worden sind (y-Glucose, Bio- 
glucose, am-Glucose, Neo-Glucose) und welche eventuell unmittel- 
bar phosphoryliert wird. Wenn dies zutrife, wiirde die bei 
der Glykogenspaltung durch Malzamylase auftretende labile 
Glucoseform ohne Co-Zymase vergirbar sein. Um dies zu 
untersuchen, sind die folgenden Versuche angestellt worden. 


Die Hefensuspension hatte die Zusammensetzung: 
10 g ausgewaschene Trockenhefe H + 25cem 10°/,iger Phosphatpuffer, 


Pu = 6,4. 


Zusammensetzung der Proben: 


Zu jeder Probe 0,5 g Glykogen + 5cem Hefensuspension. 


1 u. 


3 u. 
5 u. 


7 u. 


Oi. 
wd « 


4: 


8: 


5eem Malzamylase + 5cem Wasser, 

10 cem Wasser, 

5 ecem Malzamylase + 5 eem Hefen-Co-Zymase, 
5 cem Hefen-Co-Zymase+5 cem Wasser. 


DaB die Hefe gut ausgewaschen war, wurde in den Proben 9 


und 10 gepriift. 





) Vel. z. B. Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 109 (1925) ; 
Euler u. Myrbick, Sv. Kem. Tidskrift Bd. 37, S. 173 (1925); Euler 
une Helleberg, Diese Zs. Bd. 139, S.24 (1924); Kuhn, Chem. Ber. 
Bd. 57, S. 1965 (1924); vgl. auch Gottschalk, Diese Zs. Bd. 152, 8S, 132 
(1926) und Bd. 153, 8.215 (1926). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 148, 8. 211 (1925). 

8) Vgl. hierzu auch Pringsheim u. Kolodny, Chem. Ber. Bd. 59, 
8.1135 (1926); Pringsheim u. Leibowitz, ebenda Bd. 59, $.991 (1926). 


— Neuberg u. Kobel, Biochem. Zs. Bd. 174, S. 481 (1926). 
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9 u. 10: 1g Glucose + 5cem Hefesuspension + 10 cem Wasser. 


Die Glykogenspaltung durch die Amylase wurde in einer Probe 
von folgender Zusammensetzung verfolgt: 


1 g Glykogen + 10cem Malzamylase + 5cem Puffer + 15cecm Wasser. 
Zu verschiedenen Zeiten wurde in 5cem Probe Glucose nach 
Bertrand bestimmt, 


Glykogenspaltung 30. 





Spaltungsdauer mg Glucose 
0,0 Stunden 10 
2. 40,8 
‘a 43,2 





Giarungsversuch 30. 












































Stdn.| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 00 | 0,0] 00] OO} 00] 0,0 | 0,0 
5,0 | 3,1 | 3,1 | 1,4 | 1,7 | 13,0] 12,2] 85] 907 3,7 | 3,7 
5,5 | 3,9 | 3,8 | 1,7 | 2,0 | 15,2 | 14,5 | 120] 12,5] 4,5 | 4,3 


Ohne Co-Zymase tritt also keine Vergirung ein. Die 
Vergiirung bei Anwesenheit von Co-Zymase scheint von der 
Malzamylase fast nicht beeinfluBt zu werden. Bei der Selbst- 
girung der Hefe wird vielleicht Bioglucose aus der Glykogen- 
reserve der Hefe durch die Hefeamylase erzeugt. 

Die Versuche liefern also keine Stiitze fiir die An- 
nahme, dab die Co-Zymase als Co-Isomerase wirk- 
sam ist. 


2. Stabilitat der Apo-Zymase, Co-Zymase und Gesamt- 
Zymase. 

Es lassen sich in der Enzymchemie zahlreiche Beispiele 
dafiir anfiihren, da8 ein Hilfsstoff, welcher spezifisch oder un- 
spezifisch die Wirksamkeit eines Enzyms steigert, auch seine 
Haltbarkeit (Stabilitaét) erhéht. So ist z. B. die Chloridamylase 
stabiler als die salzfreie oder salzarme Amylase." 


) Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, S. 190 und zwar 236 (1922). 
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In dieser Weise scheint auch die Co-Zymase die Stabilitit 
der Apo-Zymase zu erhdhen. Es liegen zwar bis jetzt noch 
keine quantitativen Stabilititsmessungen, also Bestimmungen 
von kc bei verschiedenen Temperaturen?) vor, aber wir kénnen 
auf Grund lingerer Erfahrung angeben, da die Stabilitat der 
ausgewaschenen ‘T'rockenhefe wesentlich geringer ist als die- 
jenige der getrockneten Co-zymasehaltigen Hefe. Auch dies 
stiitzt unseren friiher gezogenen SchluB?), daB die Co-Zymase 
in der Hefe an die Apo-Zymase gebunden ist. 

Andererseits scheint aber auch die Stabilitaét des freien 
Zymasesystemes erheblich geringer zu sein als die des an das 
Zellinnere gebundenen. Fiir die freie Co-Zymase haben Euler 
und Myrbiack?) die Stabilitiitskurve bereits aufgestellt. Ver- 
gleichen wir die Girkraft der Trockenunterhefe bei etwa 
Py = 8 mit derjenigen der Trockenoberhefen (aus welchen die 
Co-Zymase nicht auswaschbar ist), so ist die Girkraft der 
letzteren auffallend. 

Die Stabilitit der Co-Zymase ist niimlich fiir die Kenntnis 
des gesamten Zymasesystems und damit auch des Oxydo- 
Reduktionssystems um so wichtiger, als wir vermuten, da8 die 
Regulierung von Atmuug und Girung in der Hefenzelle bei 
varilerender Sauerstoffzufuhr*) in erster Linie durch die Co- 
Zymase vermittelt wird, und daB der ganz verschiedene EKin- 
fluB der Liiftung bei der Ober- und Unterhefe mit dem fiir 
diese Hefen typischen Unterschied beziiglich der Auswasch- 
barkeit der Co-Zymase zusammenhingt. 


B. Uber die Wirkungsart der Co-Reduktase. 


Wischt man getrocknete Unterhefe aus, so verliert die- 
selbe bekantlich ihre Fahigkeit, Methylenblau zu reduzieren. 





*) Euler, Chemie der Enzyme, I. Teil (3. Aufl.), S. 246 (1925). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 148, 8S. 23 und zwar 32 (1925). 

*) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd.132, S. 1 und zwar 8 (1924). 

*) Euler u. Nilsson, Chemie d, Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 238 
(1925); Meyerhof u. Finkle, Chemie d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 157 
(1925); Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 48 (1925). Vgl. auch Meyerhof, Chem. 
Ber. Bd. 58, S. 91 (1925). 
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9 u. 10: 1g Glucose + 5ccm Hefesuspension + 10 cem Wasser. 
Die Glykogenspaltung durch die Amylase wurde in ein + Probe 
von folgender Zusammensetzung verfolgt: 
1 g Glykogen + 10 ceem Malzamylase + 5ccm Puffer + 15cem Wasser. 
Zu verschiedenen Zeiten wurde in 5cem Probe Glucose nach 
Bertrand bestimmt. 


Glykogenspaltung 30. 





Spaltungsdauer mg Glucose 
0,0 Stunden 10 
20 4, 40,8 
4,5 5, 48,2 





Giarungsversuch 30. 








Stdn.}| 1 2 3 4 9) 6 7 8 9 10 








0,0 | 0,0 | 0,0 | 060 | 00 | 0,0] 00] OOF 00] 0,0 | 00 
0} 3,1 | 3,1 | 1,4 | 1,7 | 18,0] 122] 85] 90] 3,7 | 37 
5,5 | 3,9 | 3,8 | 1,7 | 2,0 | 15,2 | 14,5 | 12,0] 12,5] 4,5 | 4,3 
































Ohne Co-Zymase tritt also keine Vergirung ein. Die 
Vergirung bei Anwesenheit von Co-Zymase scheint von der 
Malzamylase fast nicht beeinflu8t zu werden. Bei der Selbst- 
giirung der Hefe wird vielleicht Bioglucose aus der Glykogen- 
reserve der Hefe durch die Hefeamylase erzeugt. 

Die Versuche lefern also keine Stiitze fiir die An- 
nahme, dab die Co-Zymase als Co-Isomerase wirk- 
sam ist. 


2. Stabilitat der Apo-Zymase, Co-Zymase und Gesamt- 
Zymase. 

Ks lassen sich in der Enzymchemie zahlreiche Beispiele 
dafiir anfiihren, da8 ein Hilfsstoff, welcher spezifisch oder un- 
spezifisch die Wirksamkeit eines Enzyms steigert, auch seine 
Haltbarkeit (Stabilitat) erhdht. So ist z. B. die Chloridamylase 
stabiler als die salzfreie oder salzarme Amylase.?) 


*) Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, 8.190 und zwar 236 (1922). 
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In dieser Weise scheint auch die Co-Zymase die Stabilitit 
der Apo-Zymase zu erhédhen. Es liegen zwar bis jetzt noch 
keine quantitativen Stabilititsmessungen, also Bestimmungen 
yon kc bei verschiedenen Temperaturen?) vor, aber wir kénnen 
auf Grund laingerer Erfahrung angeben, daB die Stabilitat der 
ausgewaschenen ‘T'rockenhefe wesentlich geringer ist als die- 
jenige der getrockneten Co-zymasehaltigen Hefe. Auch dies 
stiitzt unseren frither gezogenen SchluB?), daB die Co-Zymase 
in der Hefe an die Apo-Zymase gebunden ist. 

Andererseits scheint aber auch die Stabilitit des freien 
Zymasesystemes erheblich geringer zu sein als die des an das 
Zellinnere gebundenen. Fir die freie Co-Zymase haben Euler 
und Myrbiack?) die Stabilit’tskurve bereits aufgestellt. Ver- 
eleichen wir die Girkraft der Trockenunterhefe bei etwa 
Py = 8 mit derjenigen der Trockenoberhefen (aus welchen die 
Co-Zymase nicht auswaschbar ist), so ist die Girkraft der 
letzteren auffallend. 

Die Stabilitat der Co-Zymase ist niimlich fiir die Kenntnis 
des gesamten Zymasesystems und damit auch des Oxydo- 
Reduktionssystems um so wichtiger, als wir vermuten, da die 
tegulierung von Atmuug und Girung in der Hefenzelle bei 
variierender Sauerstoffzufuhr*) in erster Linie durch die Co- 
Zymase vermittelt wird, und daB der ganz verschiedene Ein- 
fluB der Liiftung bei der Ober- und Unterhefe mit dem fiir 
diese Hefen typischen Unterschied beziiglich der Auswasch- 
barkeit der Co-Zymase zusammenhingt. 


B. Uber die Wirkungsart der Co-Reduktase. 


Wischt man getrocknete Unterhefe aus, so verliert die- 
selbe bekantlich ihre Fahigkeit, Methylenblau zu reduzieren. 





) Euler, Chemie der Enzyme, I. Teil (3. Aufl.), S. 246 (1925). 

*) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 148, S. 23 und zwar 32 (1925). 

*) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd.132, S. 1 und zwar 8 (1924). 

*) Euler u. Nilsson, Chemie d, Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 238 
(1925); Meyerhof u. Finkle, Chemie d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 157 
(1925); Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 43 (1925). Vgl. auch Meyerhof, Chem. 
Ber. Bd. 58, S. 91 (1925). 
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Auch das Waschwasser reduziert Methylenblau nicht. Setzt 
man aber das Waschwasser der ausgewaschenen Hefe wieder 
zu, tritt wieder, wie urspriinglich, kraftige Reduktionswirkung 
ein. Diese 'Tatsachen erinnern an die von Harden und Young 
hinsichtlich der alkoholischen Girung beschriebenen. Es liegt 
also nahe, anzunehmen, daf das Waschwasser ein Komplement 
zur Reduktase enthalt, welches dem als Co-Zymase bezeichneten 
Co-Enzym des Zymasesystems entspricht oder mit ihm iden- 
tisch ist, worauf vergleichende Inaktivierungsversuche _hin- 
deuten. Wir kommen hierauf in einer folgenden Mitteilung 
zuriick.?) 

Es liegt aber noch eine zweite Moglichkeit vor: Beim 
Auswaschen der Hefe kénnen die Wasserstoffdonatoren in Lé- 
sung gehen; die Aktivierung durch Zusatz von Waschwasser 
kénnte dann eine Wirkung der in demselben vorhandenen 
Wasserstoffdonatoren sein. 

In dieser Richtung haben sich in letzter Zeit Holden’) 
und Born?) geaiuBert und auf ihre Aufiassung mu8 hier mit 
einigen Worten eingegangen werden. 

Gegen diese Auffassung sprechen jedoch mehrere ‘Tat- 
sachen. In einer groBen Anzahl von Versuchen war Wasser- 
stofidonator in Form von Na-Succinat im UberschuB zugesetzt 
worden. Ohne Zusatz von Waschwasser fand jedoch niemals 
in migiger Zeit Kntfirbung statt. Es gibt eine groBe Reihe 
guter Wasserstoffdonatoren, die, wenn die Co-Reduktase nur 
als Donator wirkt, das Waschwasser miissen ersetzen kénnen. 
Dies ist doch niemals beobachtet worden. 


1) Uber die Einheitlichkeit des Co-Enzyms hatten wir noch keine 
hinreichenden Erfahrungen; wir halten es tibrigens wohl fiir méglich, 
da8 mehrere, verschiedene Reduktasen im Sinne Thunbergs existieren. 
Auch bei Hydrolasen nehmen wir die Existenz von Enzymhomo- 
logen an (vgl. Euler, Enzyme und Co-Enzyme, Samml. chem. u. chem.- 
tech. Vortr. 28, 1926). 

*) Holden, Biochem, Jl. Bd. 17, S. 361 (1923); Bd. 18, 8. 535 
(1924). 

5) Born und Ivanovies, Biochem. Zs. Bd. 173, 8. 190 (1926); 
vel. auch Bd. 157, 8. 51 (1925). 
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Unseren Versuchsprotokollen entnehmen wir einige Ver- 
suche mit Na-Zymophosphat, die die Verschiedenheit zwischen 
Donatorwirkung und Co-Enzymwirkung klar zutage kommen 
lassen. 

Das benutzte Na-Zymophosphat war aus 20g Ba-Zymo- 
phosphat in 100ccm Wasser + 4,52 g Na,SO, dargestellt und 
dann mit einem Volumen Wasser verdiinnt. 


0,5 g Trockenunterhefe H + 20cem Wasser. Hefesuspension. 




















Zimmertemperatur. 
Nr. 0,5eem Mb + Entfarbungszeit 
1u. 2 1 ccm Hefesuspension + 1 ccm Wasser Nach 12 Stdn. 
3 u. 4 1 cem Zymophosphat + 1 cem Wasser Keine Entfirbg. 
6 u. 5}1cem Hefesuspension + 1 cem Zymophosph. | 10 Min. | 10 Min 


Bei dieser kleinen Hefemenge ist wahrscheinlich Wasser- 
stoffdonator nicht in geniigender Menge da. Das Zymophos- 
phat wirkt als guter Wasserstoffdonator. 


Mit ausgewaschener Hefe wird dagegen ein ganz anderes 
Resultat erhalten, wie folgender Versuch zeigt. 

Die Zymophosphatlésung war diesmal eine 10°/,ige Lésung 
von Bayers fructose-di-phosphorsaurem Natrium. 


2g ausgewaschene Hefe + 5 ccm Wasser. Hefesuspension. 
Zimmertemperatur. 





Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 cem Na,HPO,, py = 8,3 
lu. 2 0,5 ccm Hefesuspension + 0,5 cem Wasser 
3 u. 4 0,5 eem “ + 0,5 eem Zymophosphat 
5 u. 6 0,5 eem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser 





Nach 7 Stunden waren 1 und 2 noch stark gefirbt, 3, 4, 
0, 6 waren fast entfairbt. Die Entfairbung in den letzten 
Proben ist also wahrscheinlich von einer Spontanreduktion ohne 
Knzym bedingt. Infektion hier nicht ausgeschlossen. 


Unseren Protokollen entnehmen wir noch folgendes: 
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Nicht ausgewaschene Trockenhefe H 0,5 g + 20 ccm H,O Susp. I. 
Ausgewaschene Trockenhefe H 1g +8 cem H,O Susp. IL. 























; . Entfirbungszeit 
Reaktionsmischungen _— 
Suspension | | Suspension II 
Hefensuspension + H,O 235 Min. | Nach 9 Stunden 
Hefensusp. + Zymophosphat  .. J noch nicht entfirbt 
Hefensusp. + Co-Reduktase es 5 Min. 


Die genauere Beschreibung dieser Versuche folgt in einer 
bald erscheinenden Mitteilung. 


KinfluB der Vorbehandlungszeit von Enzym mit 
Co-Enzym auf die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Methylenblaureduktion. 


Als Co-Reduktase wurde das in unserer Mitteilung iiber 
Reduktase IV") erwihnte Priparat aus frischer Hefe R benutzt. 


2 ¢ ausgewaschene Trockenhefe H + 5ccem 0,3 mol.-Na,HPQ,, py = 8,3. 
20°, 








1 eem 1 eem 1 cem 0,5 ccm 


Ab- _| Entfirb it 
Nr. Hefesusp. | Co-Red. H,O Mb- Bern ntfarbungszei 


steinsiure in Mi 
in Minuten 
zugesetzt | zugesetzt | zugesetzt zugesetzt uae 


iu2|oMn | — 1 Min. | 135 Min. | Keine Entfarbung 

















Sa.4 10 , 3 Min. se 134 ,, 14,0 | 13,5 
5uué}]/0O 4 {125 ,, a 129, 14,0 | 13,0 


Konstanz der Hefe. 


Die Reduktase scheint stabiler zu sein als Zymase. Aus- 
gewaschene Hefe, in Puffer suspendiert, verliert z. B. durch 
Stehen iiber Nacht nicht ihr Reduktionsvermégen. Eine aus- 
gewaschene Hefe, die als Zymase schlecht wirksam ist, hat 
noch starke Reduktasewirkung (Mb-Verbrauch allerdings gering). 

Kine Trockenunterhefe H (dieselbe, die zu den Proben in 
unserer IV. Mitteilung!) benutzt war) haben wir zu verschiedenen 
Zeiten nach Auswaschen mit demselben Co-Reduktasepriiparat 
gepriift. 


) H. v. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 155, S. 31 (1926). 














Beitrige zur Kenntnis der Co-Zymase und der Co-Reduktase. 24] 














20°, 
. 1 cem Hefepuffersusp. + Entfirbungszeit 
Nr. wieimiaes 0,5 eem Mb-Bernsteinsiure in Minuten 
3. Eh. i eem Co-Reduktase 13,5 
2 a 0,75 eem Co-Red.+0,25 cem H,O 21,0 
3u.4 | 10. IV. 1 cem Co-Reduktase 14,0 | 13,5 


Die Hefe ist also hinsichtlich ihres Reduktasegehalts sehr 
konstant, was z. b. fiir die Aktivititspriifung bei Isolierungs- 
versuchen von groBer Bedeutung ist. Damit ist aber nicht 
gesagt, daB auch andere Trockenhefepriparate, die Reduktase- 
reich sind, mit dem oben benutzten Co-Reduktasepraparat eben 
in 14 Minuten Entfarbung hervorrufen miissen. Hier kénnen 
leider auch solche Verhiltnisse, wie Permeabilitatszustand, 
Gehalt an Hemmungskirper usw. einspielen. 
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Beziehungen zwischen Gesamtumsatz der Kohlehydrate 
und ihrer enzymatischen Phosphorylierung. 
Von 


Hans v. Euler und Edvard Brunius. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. September 1926.) 


Die mannigfachen Beziehungen, welche zwischen dem 
Kohlehydratumsatz in Tier und Pflanze und dem Umsatz der 
Zuckerphosphate bestehen, rechtfertigen es, die Kinetik der 
Zymophosphatbildung bzw. der Zuckerphosphatbindung erneut 
zu behandeln. 

Die ersten eingehenden kinetischen Versuche iiber Zymo- 
phosphatbildung unter konstant gehaltener Aciditét (Kuler 
und Nordlund’) hatten das p,-Optimum 6,2—6,6 ergeben, 
welches nahe mit dem iibereinstimmt, welches nach Myrbicks 
Messungen fiir die Giirung der Trockenhefe gilt. Seit der 
Ausfiihrung der Nordlundschen Versuche sind die bemerkens- 
werten Untersuchungen von Harden und Robison?) sowie 
von Robison und Mitarbeitern*) erschienen, welche dartun, 
da bei der Bio-Phosphorylierung auBer der Hexose-Diphosphor- 
siiure noch eine Hexose-Monophosphorsiure entsteht. Beziig- 
lich der Kinetik dieser Phosphorylierung ergibt sich die Frage, 
ob das Monophosphat als Zwischenprodukt bei der Bildung 
des Diphosphates auftritt, oder ob es durch stufenweise Hydro- 
lyse entsteht. In Vorbereitung einer solchen Untersuchung 


’) Euler u. Nordlund, Diese Zs. Bd. 116, 8. 229 (1921). 

*) Harden u. Robison, Proe. Roy. Soc. Bd. 30, 8. 16 (1914). 

*) Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, 8S. 809 (1922); Bd. 17, S. 286 
(1923); Kay u. Robison, a.a. O. Bd. 18, 8. 755 (1926). 
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haben wir experimentell zu entscheiden versucht, ob und in 
welchem Grad die Phosphorylierung durch Hefe von den 
anderen speziellen Phasen der Girung durch partielle Inakti- 
vierung von T'eilenzymen, also durch Ausschaltung enzymatischer 
Teilreaktionen getrennt werden kann. 


Einige Versuche iiber Phenolaufnahme dureh Hefe. 


Wir schicken hier voraus, was in Arbeiten aus diesem 
Institut schon mehrfach, zuletzt von uns‘) und von Euler und 
VY. Sandberg’) betont wurde, dai die wirklich maBgebende 
GréBe bei der ,,Vergiftung“ von Mikroorganismen oder von 
suspendiertem grobdispersem Enzymmaterial nicht die Gift- 
konzentration der umgebenden Lésung ist, sondern die Menge 
des vom Enzymmaterial und speziell vom unter- 
suchten Knzymsystem aufgenommenen Giftes. 

In der vorlaiufigen Mitteilung von Euler und Vera Sand- 
berg) ergab sich die von einer Oberhefe (Brennereioberhefe R) 
aufgenommene Phenolmenge aus folgenden Versuchen *): 

Unter den angewandten Bedingungen (0,1 g frische Hefe, 
mittleres Trockengewicht 30°/,) setzte in 2 ccm Girungs- 
lésung eine Phenolkonzentration der Girlésung von 0,03 bis 
0,05 n-Phenol die Girungsgeschwindigkeit auf die Hialfte des 
normalen Wertes herab.*) 

Ks war nun zu untersuchen, wieviel Phenol von Lisungen 
gewisser Konzentration von den Hefezellen aufgenommen wird. 
Zwei Phenolkonzentrationen, 0,0727 und 0,0329 normal. 





dB) 


1) Euler u. Brunius, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 37, 8. 301 (1925). 

*) Euler u. Vera Sandberg, Fermentt. Bd. 8, 8S. 232 (1925). 

5) Eine absolute Berechnung der von einer Gewichtsmenge sus- 
pendierter Hefe bzw. von einer gegebenen Anzahl Hefezellen aufgenom- 
menen Phenolmenge nach den Theorien von Langmuir (Jl. Am. Chem. 
Soc. Bd. 89, S. 1848 [1917]) und von Harkins sté8t im vorliegenden 
Falle, wo es sich sicher um zwei ganz verschiedene Adsorbenzien, frische 
und tote Zellen handelt, auf Schwierigkeiten (vgl. im iibrigen auch Goard 
u. Rideal, Jl. Chem. Soe. Bd. 127, S. 1668 [1925)). 

*) Phenolkonzentrationsgrenze des Hefewachstums: Einige Angaben 
bei Norman Clark, Jl. physic. Chem. Bd. 28, 8. 221 (1924). 

16* 
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Zu diesen Bestimmungen muBten natiirlich gréBere absolute Mengen 
verwendet werden, das Verhaltnis von Hefe und Phenollésung war aber 
das gleiche wie bei den Girversuchen. 

Demgemi8 wurde folgende Hefesuspension hergestellt: 





In 40 ecm Nihrlésung 

4g Hefe, frisch. . . . . . 5 g Pepton Witte 

4g Glucose... .. . . 0,25g¢ MgSO, 

10g Nihrlésung. . . . . . O,5 g NH,Cl 

20 ccm Phosphatlésung .. . — 

zu 250 cem 
Dann wurden gemischt: 
Lésung A. Lésung B. 

10 eem Hefensuspension 10 cem Hefensuspension 


10 cem 0,0727 n-Phenollésung 10 cem 0,03 n-Phenollésung 


Die Hefe blieb jedesmal 4 Stunden lang mit der Phenollésung in 
Beriihrung, worauf abfiltriert wurde. Das Phenol wurde nun aus der 
wiBrigen Lésung abdestilliert und im Destillat als Tribromphenol be- 
stimmt, nachdem wir uns von der Brauchbarkeit und Genauigkeit der 
Methode durch Kontrollversuche itiberzeugt hatten. Zur Titrierung kam 
eine 0,10 n-Bromlésung und eine ‘etwa 0,01 n-Lésung von Natriumthio- 
sulfat zur Anwendung. 


Lésung A. 
10 cem 0,0727 n-Phenollésung + 50 cem Br-Lésung 28 ccm Na,S,0, 
Destillat von Liésung A (Mittel). . . . . . . 83,8cem Na,§,0, 


Aufgenommene Phenolmenge 11,4°/). 


Loésung B. 
10 cem 0,0327 n-Phenollésung + 25 cem piainins: 37,7 ccm Na,8,0, 
Destillat von Lésung B (Mittel). . . . . 52,4 cem Na,S,0, 


Aufgenommene Phenolmenge (Mittel) 8,369),. 


Selbst haben wir mit frischer Brennereioberhefe R ent- 
sprechende Versuche angestellt. 


a) Durch 0,1 g frische Hefe (0,3 g frische Hefezellen, 
wasserfrel) wurden 
aus 0,0363 n-Phenollésung 11,4°/, gebunden, also rund 
0,0075 g Phenol; 
aus einer 0,015 n-Phenollésung rund 0,002 g Phenol. 


b) Auch bei den vorliegenden Versuchen mit Trocken- 
hefe H wurde untersucht, wieviel Phenol aus der inaktivierenden 
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Lésung aufgenommen wird. Zu diesem Versuch wurde folgende 
Reaktionsmischung verwendet: 


1 g Glucose, 
1 g Trockenhefe, 
5 cem Phosphat, - 12,5 cem Gesamtvolumen. 
1,25 eem Phenollésung, 
4,25 ecm Wasser, 





Dieser Mischung wurden Proben von je 1 ccm nach 60 
und 120 Minuten entnommen. Nach der Filtration wurde das 
Phenol mit Wasserdampf abdestilliert, im Destillat das Phenol 
jodometrisch nach Kossler und Penny?) gemessen. Es wurden 
5 ccm 0,1 n-Natronlauge zugesetzt, worauf auf dem Wasserbad 
ungefahr 30 Minuten erwirmt wurde. Zu der noch warmen 
Lésung wurden 10 ccm Jodlésung zugesetzt, hierauf wurde 
abgekiihlt; beim Ansiiuern der Lésung fiel das Trijodphenol 
aus. Die Riicktitration geschah mit 0,0994 n-Thiosulfat. Wir 


fanden: 


Parallelvers. Nach Nach Nach 
ohne Hefe OMin. 60Min. 120 Min. 


Verbrauchtes J in cem Thiosulfat 3,06 3,05 3,20 3,14 
mg Phenol in Lésung ... . 4,8 4,8 5,0 4,9 

Die Trockenhefe hatte also bei etwa 50°/,iger Inakti- 
vierung keine durch die angewandte Methode analytisch nach- 
weisbaren Mengen Phenol aus der 0,05 n-Phenollésung auf- 
genommen, 


1. Versuchsreihe. 


Versuchsbedingungen und Methodik. 


Nach den orientierenden Versuchen von Vera Sandberg 
haben wir die Untersuchung wieder aufgenommen, und zwar 
auch mit Unterhefe (Brauereiunterhefe der hiesigen St. Eriks- 
brauerei); daneben, wie friiher, mit Oberhefe R. 

Sowohl Phosphorylierung als Girung wurden mit einer 
Reihe von Phenolkonzentrationen studiert. Bei unserer ersten 
Untersuchung kamen die Konzentrationen 0,03 n., 0,05 n., 0,06 n. 
und 0,07 n., bezogen auf das Volumen der Reaktionsmischung, 
zur Anwendung. 





) Kossler u. Penny, Diese Zs. Bd. 17, S. 126 (1892). 
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Von dem durch Destillation bei 182° gereinigten Phenol 
wurde eine 0,50 n-Ausgangslésung bereitet. 

Sowohl Phosphorylierung wie Gurung wurden bei p,, = 6,30 
gemessen (die Puffer—Phosphatmischung enthielt 30 g Na, HPO,, 
2H,O und 15 g KH,PO, im Liter). Aciditét elektrometrisch 
mit Wasserstofielektrode kontrolliert. Versuchstemperatur 
30° + 0,01°. 

Girungsversuche. Erlenmeyerkélbchen von 50 ccm, 
die in den Schiittelthermostaten eintauchten, standen durch 
Capillarréhren mit Quecksilberbiiretten in Verbindung. Schiitteln 
bei Unterdruck, Ablesung bei Atmospharendruck. 

Phosphorylierungsversuche. Die von Zeit zu Zeit 
der Reaktionsmischung entnommenen Proben von 5 ccm wurden 
zum Abbruch der Reaktion in 5 ccm 2,5°/,iges Ammoniak ein- 
pipettiert. Die Hefe wurde dann abfiltriert und das Filter 
mehrmals mit Ammoniak gewaschen; die filtrierte Lésung 
wurde bei Zimmertemperatur mit Magnesiamischung gefallt, die 
Fillung wurde nach 12stiindigem Stehen abfiltriert, gegliiht 
und als Mg,P,O, gewogen. 

Auch die Phosphoryherungsversuche wurden wie die 
Girungsversuche der Gleichheitlichkeit wegen geschiittelt. 


Versuche. 
Die Reaktionsmischungen wurden folgendermafen  zu- 
sammengesetzt: 
4 ¢ Glucose + 4¢ Trockenhefe + 20 ccm Phosphatmischung 
+xcem 0,5 n-Phenollésung + (24,5 — x) ccm Wasser. 


Somit 
bei Versuch mit 0,03 n-Ph. 0,05 n-Ph. 0,06 n-Ph. 0,07 n-Ph. 
ecm n-Phenoilsg. 3 5 6 7 
ecm Wasser. . 21,8 19.8 18,8 17,8 


Zu den Girversuchen wurden der Reaktionsmischung 5 ccm 
entnommen, entsprechend einer Zuckermenge von 0,4 g und 
einer Hefenmenge von 0,4 g. 

Der Verlauf der Girungen mit den beiden Hefen ergibt 
sich aus den beiden folgenden Figuren. 

Zunichst fillt der groBe Unierschied zwischen Unter- 
und Oberhefe im Verlauf der CO,-Entwicklung auf. 
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Was die Unterhefe betrifft, so zeigt ein Vergleich der 
folgenden Tabelle mit Fig. 1 a, daB die kritische Grenzkonzentration 
des Phenols fiir Inaktivierung der Phosphorylierung und der Girung 
sehr nahe iibereinstimmend bei der gleichen Normalitiit liegt 
(0,07 n-Phenol). Besonders bemerkenswert ist der Verlauf der 
Gairungskurven bei 0,03 n- und 0,05 n-Phenol. Der Befund, 
daB die CO,-Entwicklung und die Phosphorylierung erst nach 
einer gewissen Reaktionsdauer einsetzen, zeigt, daB das Sub- 
strat einer beiden Vorgiingen gemeinsamen Reaktionsphase 
erst gebildet werden muB, bevor die Reaktion einsetzt. 
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a) Trockenunterhefe H. b) Trockenoberhefe R. 
Fig. 1. 
Trockenunterhefe. 
mg Mg,P,O 
Minuten Pertierra ltatinia 6 a _ de 
0,05 n-Phenol 0,06 n-Phenol 0,07 n-Phenol 
0 69 69 | 67 
60 62 | _ | ila 
90 17 | — | 66,5 
100 4 | Was | sen 
150 0 51 66 
360 0 | 26 66 





Kin mit Trocken-Oberhefe R bei einer Phenolkonzentration 
0,10 n. ausgefiihrter Phosphorylierungsversuch ergab auch nach 
Stunden keine nachweisbaren Mengen von Zymophosphat. 
Dieses Ergebnis steht mit dem zahlreicher friiherer Versuche 
aus diesem Laboratorium in Kinklang. 
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Vergleich zwischen «-Glucose und 6-Glucose. 
Trockene Unterhefe. 


Unsere beiden Glucosepraparate zeigten in dem durch Bi- 
chromat filtrierten Licht einer Quecksilberlampe die Drehungen 
[a], = 112° baw. 22% Um die Versuchszeit so viel als méglich 
zu verkiirzen, wurde eine méglichst konzentrierte Hefensuspen- 
sion verwendet. 


Reaktionsmischung: 4 ¢ Glucose, 
8 g Trocken-Unterhefe, 
20 ecem Phosphatmischung, 
20 cem Wasser, 


Aciditit: py = 6,1. 

















: mg Mg,P,0, 
Minuten a 
a-Gluecose 8-Glucose 
0 75 77 
sé - 25 
15 5 | 








Der Versuch zeigt, daB ein Unterschied in der Phos- 
phorylierungsgeschwindigkeit der a- und @-Glucose nicht nach- 
gewiesen werden konnte. Vermutlich ist die Umwandlung 
der Glucose verhiltnismiBig schnell erfolgt. Es scheint uns 
dies nicht auffallend; der Versuch war auch besonders deshalb 
angestellt worden, da Laquer und Griebel?) einen Unterschied 
bei einem entsprechenden Versuch mit Muskeln gefunden hatten. 


2. Versuchsreihe. 


Vergleiche tiber die Phosphorylierung verschiedener 
Zuckerarten. 


1. Versuch. 
Trockene Unterhefe. 
Wir hatten schon friiher einen deutlichen Unterschied in 
der Phosphorylierungsgeschwindigkeit der Glucose und des 
Rohrzuckers festgestellt.?) Vergleichende Messungen der Phos- 





1) Laquer u. Griebel, Diese Zs. Bd. 138, S. 148 (1924). 
*) Euler u. Brunius, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 37, 8. 301 (1925). 
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phorylierungsgeschwindigkeit von Glucose und Fructose lagen 
bisher noch nicht vor, abgesehen von einem Versuch von von 
Euler und Nordlund.') Solche Messungen haben wir nur 
ausgefiihrt unter Zuziehung des Rohrzuckers zum Vergleich. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung (Aciditiit: py = 6,30): 





4g Glucose bzw. Fructose, 3,6 g Rohrzucker, 

4g Trocken-Unterhefe, 4 ¢ Trocken-Unterhefe, 

20 cem 4°/,ige Phosphatmischung, 20ccm 4°/,ige Phosphatmischung, 
24,8 cem Wasser 25,2 eem Wasser 

50 cem Totalvolumen. 50 ecm ‘Totalvolumen. 


Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefaBt: 








mg Mg,P,0, 
Minuten i : - 
(Glucose Fructose | Rohrzucker 
0 69 | 69 | 69 
15 62 | 58 | = 
30 29 | 14 | 12 





Der Unterschied in der Phosphorylierungs- 
geschwindigkeit des Rohrzuckers und der Glucose 
diirfte darauf zuriickgefiihrt werden kénnen, dafB die 
Phosphatese in erster Linie die Fructose des ent- 
stehenden Invertzuckers angreift.’) 

Wenn wir annehmen, dab nicht nur die Glucose, sondern 
die Zymohexosen iiberhaupt die Umlagerung in eine labile 
Form (y-Glucose, Bioglucose, am-Glucose) erfahren miissen, 
bevor sie der Phosphorylierung unterliegen (was experimentell 
noch nicht entschieden ist), so ist zu schlieBen, dab diese labile 
Form aus Fructose leichter entsteht als aus Glucose. 


2. Versuch. 
Trockene Unterhefe. 


Dieser Versuch betrifit den Vergleich der Girungs- und 
Phosphorylierungsgeschwindigkeit zwischen Glucose und Mal- 
tose mit trockener Unterhefe und in Gegenwart von Phenol. 





1) a. a. O. S. 241; 0,2 n-Phenollésung. 
*) Siehe hierzu auch Willstatter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 164 und 170 (1922). 
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Reaktionsmischung: 4 g Glucose bzw. Maltose, 50 ccm, 
4g Trocken-Unterhefe, Aciditiat: py=6,3, 
20 eem 4°/,ige Phosphatmischung,} Phenolkonzen- 
3 cem 0,5 n-Phenollésung, tration 0,03 n. 











Das Resultat ist in 2 Tabellen zusammengefaBt: 











ecm CO, mg Mg,P,O, 
Minuten -——— eR Baio hh 
xlueose | Maltose Glucose  _ Maltose 
0 0 0 0 69 | 69 
45 1,9 3,4 30 69 68 
60 10.1 14,1 45 55 42 
15 16,5 16,5 15 0 0 
90 18,8 19,5 
105 20,0 20,5 
120 21,4 22,0 
150 23,8 24.5 
180 26,0 26,8 
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50 too in. 150 





Die Tabellen und die Fig. 2 zeigen, daB sowohl Giarung 
wie Phosphorylierung der Maltose nur wenig schneller 
verlaufen?) als bei der Glucose. 


3. Versuch. 
Frische Unterhefe. 
Phenolkonzentration wie im 2. Versuch. 
Die frische Hefe wurde mehrmals mit Wasser ausgewaschen 





') Die etwas gréBere Geschwindigkeit beim Maltoseversuch kann 
méglicherweise dadurch veranlaBt sein, da die bei der Maltosespaltung auf- 
tretende Glucoseform rascher verestert wird als die Gleichgewichtsglucose. 











und auf dem Tonteller abgepreBt. 






Beziehungen zwischen Gesamtumsatz der Kohlehydrate usw. 251 


Aus dem so erhaltenen 


Priparat wurde eine Suspension von 6 g Hefe und 60 ccm 
Hefensuspension A. 


Wasser bereitet. 


Reaktionsmischung: 2,5 g Glucose bzw. Maltose, 


25ecm 0,3 mol-Phosphatmischung, 


8 cem 0,5 n-Phenollésung, 


5,3 com Wasser, 


15 cem Hefensuspension A 


(Trockengewicht 0,42 g) © 





50 cem, 


Aciditit: PH = 5,05. 





Minuten 








Glueose 





mg CO, 


Maltose 


Minuten 





CO CO Mm 


mg Mg, P.O, 


Glucose Maltose 
2 82 
2 82 
2 82 
































200 Min. 


Die Tabelle und Fig. 3 zeigen, daB die Maltose hier 
langsamer vergart als die Glucose, wiihrend eine nach- 
weisbare Phosphorylierung weder bei der Glucose 
noch bei der Maltose eingetreten,ist. Wir ziehen daraus 
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den Schlu8, daB an der Maltosevergirung ein Enzym mitwirkt, 
das zur Glucosevergiérung nicht erforderlich ist und das durch 
Phenol teilweise inaktiviert wird. 


4. Versuch. 
Frische Unterhefe. 

In diesem Versuch ist die Phenolkonzentration auf 0,05 n. 
gesteigert worden, gleichzeitig auch die Hefemengen. Letzteres 
geschah, um die Giirung der Maltose im Vergleich zu der- 
jenigen der Glucose mehr als im vorigen Versuch zuriick- 
zudrangen. 

Hefensuspension: 10 g frische Hefe H + 90 com Wasser 
(‘Suspension 5). 











Reaktionsmischung : 
2,5 g Glucose bzw. Maltose, 


j 50 ccm, 
12,5 ecm 0,3 mol-Phosphatmischung, aici ieiaienitiaiiliis 
25 ecm Hefensuspension B 0.05 n 
? ? 


(Trockengewicht 0,67 g), 
5 ecem 0,5 n-Phenollisung, 
6 ccm Wasser, 


Aciditiit: Pr = 5,05. 














eem CO, 

Minuten pennant capella nee 

Glucose | Maltose 
0 — nee 
30 1,8 1,5 
60 3,4 2.5 
90 4,7 3,2 
120 5,7 8,6 
150 6.6 3,9 
180 7,1 4,0 
210 7,7 4,2 
240 8,1 | 4,3 
270 8,4 | 44 
300 8,5 | 4,4 


Kine Phosphorylierung trat bei einem mit dem Gir- 
versuch parallel angestellten Versuch nicht ein. 

Unsere Oberhefe R vergirt unter normalen Bedingungen 
Maltose wenigstens ebenso schnell wie Glucose. Die Ver- 
schiebung der relativen Girungsgeschwindigkeiten, welche durch 
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den Phenolzusatz stattgefunden hat, steht nicht vereinzelt da. 
So hat der eine von uns mit Svanberg?) an einer anderen 
Oberhefe gefunden, daB die bei p,, = 5 annahernd gleiche Ver- 
girungsgeschwindigkeit der Glucose und Maltose bei p, = 8 
insofern eine totale Verinderung erfahren hat, als bei diesem 
p,, Maltose iiberhaupt nicht mehr vergoren wurde, wihrend 
die Vergirung des Rohrzuckers noch mit erheblicher Ge- 
schwindigkeit (man sehe die mitgeteilten Zahlen) fortschritt. 
Die Vergiirung der Glucose und diejenige der Maltose 
werden also durch verschiedene iuBere Bedingungen recht un- 
gleich beeinfluBt. Es ist dies allerdings noch keine entscheidende 
Tatsache, welche mit der von Willstiatter in einer Reihe 
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sehr inhaltsreicher Arbeiten vertretenen Annahme der direkten 
Vergirung von Biosen unvereinbar wire. Nach einer friiheren 
Diskussion?) iiber die Frage, ob Maltose von der Hefe direkt 
vergoren wird, ist Willstatter mit Lowry jr.*) und mit 
Bamann‘) auf diese Frage zuriickgekommen und fihrt eine 
Reihe von bemerkenswerten Versuchen an, die dafiir sprechen, 





1) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 105, 8. 187 und zwar 210 
(1919). 

2) Willstitter, Oppenheimer u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 110, 
S. 282 (1920); Willstitter u. Steibelt, ebenda Bd. 111, S. 157 (1920) 
u. Bd. 115, S. 211 (1921); Euler u. Lundequist, Diese Zs. Bd. 72, 
S. 97 (1911); Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 120, 8. 42 und zwar 
BB (1922). 
3) Willstitter u. Lowry jr., Diese Zs. Bd. 150, S. 287 (1925). 
4) Willstitter u. Bamann, Diese Zs. Bd. 151, S. 242 (1926). 
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954 Hans vy. Euler und Edvard Brunius, 


daB in maltase- (bzw. invertase-)armen Hefen eine direkte Ver- 
girung der Biosen statthat. 

Die von Willstatter und seinen Mitarbeitern gefundene 
Tatsache, daB bei gewissen Hefen die Halbspaltungszeit fiir 
Maltose auBerordentlich viel gréBer ist, als die Halbgirungs- 
zeit — so ist bei Versuchen von Willstitter und Bamann 
die Halbspaltungszeit fiir Maltose etwa 100000 Minuten, die 
Halbgirungszeit dagegen 242 Minuten —, scheint zu zeigen, 
daBf ,,die Maltose in Zeiten vergoren wird, in denen die Hydro- 
lyse gar keine Rolle spielt«. 

Bedenken, welche gegen die Methodik der Maltasebestim- 
mung frither geltend gemacht werden konnten, sind durch 
neuere Feststellungen von Willstatter und Bamann gehoben. 
Wenn wir uns trotzdem der Auffassung, daB Maltose (und in 
anderen Fallen Rohrzucker und Lactose) direkt vergoren werden, 
noch nicht anschlieBen kénnen, so sind fiir uns zwei Bedenken 
maBgebend: 

Das erste betrifft die Voraussetzung fiir die Notwendig- 
keit und Zulassigkeit des Willstitterschen Schlusses; nim- 
lich die Unabhingigkeit der Maltasewirkung von der Gir- 
wirkung im gleichen System. Die — natiirlich noch ganz 
hypothetische — Autfassung, welche wir von der Struktur des 
Girungskatalysators in der Hefe haben, macht es uns wahr- 
scheinlich, daB die Maltase in der frischen Hefezelle von den 
Komponenten des die Girung vermittelnden Protoplasmas in 
hohem Grad abhingig ist, zum groBen Teil direkt, indem das 
Reaktionsprodukt eines Enzyms das Substrat des anderen ist. 
Wir halten es fiir nicht unwahrscheinlich, daB die Maltase in 
der frischen Hefezelle, wo die entstehende Glucose (in irgend- 
einer Form) nicht entfernt wird, durch die Anhiufung der 
Spaltprodukte gehemmt wird, und zwar kann dies in viel 
héherem Grade der Fall sein, als Willstatter und Bamann’') 
in Betracht ziehen wollen. 

Unser zweites Bedenken, die direkte Vergiirung der Biosen 
ohne weiteres als feststehend anzunehmen, kénnen wir in Kiirze 





1) a.a. QO. S. 264. 
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so formulieren: Wenn wir die Willstittersche Auffassung der 
direkten Vergirung dahin priizisieren, dab Maltose und Zymo- 
hexosen in analoger Weise der Kinwirkung des Zymasesystems 
unterliegen, so ist der Schlu8 wohl unvermeidlich, daB die 
ersten Phasen der Girung, lsomerisation und Phosphorylierung, 
die Maltose selbst (vor der Hydrolyse) treffen. Es scheint uns 
deshalb eine Konsequenz der Annahme der direkten Maltose- 
vergirung zu sein, dab Maltose als solche ein dem Zymo- 
phosphat entsprechendes Biosephosphat liefert. Ein solches 
haben wir bis jetzt noch nicht gefunden. Den Nachweis eines 
solchen wiirden wir, wie wir andererseits betonen wollen, fiir 
einen Beweis der Willstatterschen Hypothese betrachten. 

















Studien tiber das Absorptionsvermégen 
von Aminosduren, Polypeptiden und Dioxo-piperazinen. 


2. Mitteilung. 


Das Absorptionsvermogen von Gemischen 
der genannten Verbindungen. 


Von 


Emil Abderhalden und Richard Haas. 
Mit 10 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften und der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. September 1926.) 


In der letzten Mitteilung berichteten wir iiber das Ab- 
sorptionsvermégen einiger Aminosauren, ferner von Polypep- 
tiden und Dioxo-piperazinen im ultravioletten Teil des Spek- 
trums.') Wir haben alle aus Proteinen gewonnenen Amino- 
siiuren unter Anwendung der gleichen Methode geprift und 
werden seiner Zeit iiber das erhaltene Ergebnis berichten. Ks 
liegen bereits wichtige Arbeiten auf diesem Forschungsgebiete 
vor. Es sei in erster Linie auf die Arbeiten von C. Dhéré?) 


verwiesen und von neueren Arbeiten auf diejenigen von 
KF. W. Ward’) und L. Marchlewski und A. Nowotnéwna.") 


1) Diese Zs. Bd. 155, S. 195 (1926). 

*) Recherches spektrographiques sur l’absorption des rayons ultra- 
violets par les albuminoides, les protéides et leur dérivés (Fribourg 1909). 

5) Biochemical Journal Bd. 17 S. 891 (1923); Chem. Zbl. 1924, I, 
S. 1484, 

*) Bulletin de la Société chimique de France 4. série, t. 39, p. 159 
(1926); Chem. Zbl. 1926, I, S. 3302. 
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Im folgenden sind die Kurven der Ultraviolettabsorption 
einiger Dipeptide und der ihnen entsprechenden Anhydride 
aufgezeichnet. Die Aufnahmen wurden nach der von F. Twyman?) 
beschriebenen Anordnung mit U.-V.-Spektrograph und Sektor- 
photometer gemacht. Als Lichtquelle benutzten wir einen 
kondensierten Kisen—Nickelfunken, als AbsorptionsgefaBe fiir 
Liésung und Lésungsmittel Cuvetten nach G. Scheibe.?) Auf- 
genommen wurden die Spektra auf Agfa—Chromo—Isolarplatten, 
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die vorher durch Einreiben mit Vaselineél fiir das Ultraviolett 
sensibilisiert wurden. 

Die Berechnung der Werte fiir den Extinktionskoeffizienten 
erfolgte nach der Formel*): 


J, 


Pp Ho. 
J 


me - log 


C= 





1) Optical methods in control and research laboratories; published 
by A. Hilger, Ltd. London. S. auch Ostwald-Luther, Handbuch 
der physiko-chemischen Messungen (Leipzig 1925), S. 722 (bearbeitet von 
F. Weigert); F. Léwe, Optische Messungen des Chemikers und Medi- 
ziners (Dresden und Leipzig 1925), 8.30; G. Scheibe, IF. May und 
H. Fischer, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1330 (1924). 

2. «a ©. 

8) Vgl. dazu auch E. Abderhalden und H. Sickel, Diese Zs,, 
im Erscheinen. 
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958 Emil Abderhalden und Richard Haas, 


Fig. 1 zeigt die Kurven fir Glycyl-glycin und Glycin- 
anhydrid, Fig. 2 fiir Alanyl-alanin und Alaninanhydrid, 
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Fig. 3. 


Fig. 3 fir Leucyl-glycin, Glycyl-leucin und Leucy!l- 
glycinanhydrid. In Fig. 4 sind die Absorptionskurven zweier 
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Tripeptide des Leucyl-glycyl-glycins und des Leucyl- 
glycyl-leucins wiedergegeben. Obne weiteres kann man den 
Kurven entnehmen, da die untersuchten Verbindungen kein 
Bandenspektrum geben. Sie haben nur sog. Endabsorption. 
Bemerkenswert ist, daB das Glycinanhydrid bedeutend schwacher 
absorbiert als Glycyl-glycin, wihrend die iibrigen Dioxopiperazine 
stiirker absorbieren als die ihnen entsprechenden Dipeptide. Es 
nimmt somit auch in dieser Hinsicht das Glycinanhydrid, wie 
auch in anderen Kigenschaften, gegeniiber seinen Homologen 
eine Sonderstellung ein. 
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Fig. 4. 


Weiter haben wir die Absorptionsverhialtnisse von 
Mischungen verschiedener Aminosiuren untereinander und mit 
anderen Verbindungen untersucht. Wir bestimmten zu diesem 
Zweck den Absorptionskoeffizienten 


fir 11 Liésungen, die die beiden zu untersuchenden Stoffe in 
den Verhiltnissen 10:0,9:1,...0:10 enthielten. Die so er- 
haltenen Werte sind in den Figuren 5—10 enthalten. Die 
Abszisse gibt das Mischungsverhiltnis der beiden Stoffe, die 
Ordinate die Wellenliinge, fiir die der Absorptionskoeffizient 
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260 Emil Abderhalden und Richard Haas, 


Wir fanden, da8 die Mischungen stirker absorbierten, als 
additiv nach der Absorption der Komponenten zu erwarten 
wiire. Dabei ergaben sich deutliche Maxima, die stets bei 
einem einfachen Zahlenverhiltnis der Komponenten lagen. 
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Selbstverstindlich wurden die beiden zu mischenden Lésungen 
in iquimolekularer Konzentration angewandt. So hegt das 
Maximum fiir Glykokoll und Alanin bei 1:1, bei Alanin und 
Valin 2:1, Glykokoll und Glycinanhydrid 2:1, Alanin und 





—— 


| 
| 


ee wy 











o7c 4 4 
{ fd ™,. 
| i fe 
. / \ 
®°o / \ 
x / 
~ 2600+- + fo 
a 
ay 
C fr | 
— 
£ J 
Alanin 700 90 80 20 60 50 
volin 0 10 20 30 0 50 
a=-040 
Fig. 6. 


Leucyl-glycyl-glycin 1:1, Glykokoll und Calciumchlorid 2:1. 
Beziiglich des zuletzt genannten Systems sei auf die von 
P. Pfeiffer und J. v. Modelski?) dargestellten Verbindungen 
des Glykokolls mit Calciumchlorid in den Verhiltnissen 1:1, 





') Diese Zs. Bd. 81, 8. 329 (1912); Bd. 85, S. 1 (1913). 
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2:1 und 3:1 hingewiesen. Nach den Angaben dieser Autoren 
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leichtesten erhiltlich zu sein, was im Zusammenhang mit 
unseren Befunden von Interesse ist. 
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Fig. 10 zeigt die Absorptionskurve von Mischungen der 
d-Fructose und des Alanins. Das Drehungsvermégen der 
Mischung dieser Stoffe im Verhaltnis 1:1 haben C. Neuberg 
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und M. Kobel’) untersucht und fanden dabei eine Er- 
héhung des Drehvermégens. In der Absorptionskurve liegt 
ein schwaches Maximum bei 1 Fruktose:2 Alanin. 
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Auf die theoretische Deutung dieser Erscheinungen wollen 
wir erst spiter zuriickkommen, da wir zur Zeit damit be- 
schiftigt sind, noch weitere experimentelle Grundlagen dafiir 
zu schaffen. 
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Fig. 10. 





Bemerkt sei noch, da die vorliegenden Versuche den 
isolelektrischen Punkt der angewandten Lisungen betreffen. 
Die beobachtete Erscheinung der verstirkten Absorption der 
erwihnten Mischungen nimmt beim Ubergang in das saure 
und alkalische Gebiet mehr und mehr ab. 


1) Biochem. Zs. Bd. 162, S. 496 (1925). 

















Uber die Kinwirkung von Grignardreagens auf Aminosduren. 
9. Mitteilung. 


Weitere Versuche iiber die Einwirkung von Mineralsaure auf 
2-Amino-1,1-diphenylathanol.’) 
Von 
Fritz Bettzieche. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1926.) 


Wie wir bereits friiher erwihnten, neigt der entstehende 
Diphenylacetaldehyd zur ,,Verharzung“. Wir vermuteten in 
diesen Schmieren weniger hochmolekulare Komplexe, als viel- 
mehr Gemische von Umlagerungen und eintachen Konden- 
sationen, die nach verschiedenen Richtungen verlaufen, und 
haben versucht, durch Anderung unserer Zersetzungsbedingungen 
von dem Aminol zu irgendeinem einheitlichen K6érper zu ge- 
langen. Dies ist uns zwar nicht einwandfrei gelungen, aber 
aus den erhaltenen Reaktionsprodukten konnten wir fiinf ver- 
schiedene Substanzen isolieren, die uns einen gewissen Kinblick 
gestatten. Davon sind die ersten vier als identisch mit bereits 
friher aus Diphenylacetaldehyd erhaltenen Substanzen an- 
zusprechen. 

Kin Kérper vom Schmelzp. 131—132° entsteht neben Di- 
phenylacetaldehyd z. B. durch 1/, stiindiges Kochen von Hydro- 
benzoin mit 20 Teilen 20°/,iger Schwefelsiure.?) Ihm wird 
folgende Struktur zugeschrieben: 





) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

") Breuer u. Zincke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 198, S, 158 
(1879). 
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C,H,-HC-0-CH-C,H, 
me 
C,H,-HC-0-CH-C,H, 


Unsere Analysenwerte stimmen damit gut iiberein. 

Die zwei weiteren von uns erhaltenen, bei 165—167° und 
bei 209—211° schmelzenden Substanzen sind anscheinend 
identisch mit den beiden Kérpern unbekannter Konstitution, 
die sich beim Stehenlassen von reinem Diphenylacetaldehyd 
abscheiden') und fiir die die Schmelzpunkte von 167—168° 
und 212—214° angegeben werden. Wir haben von beiden 
Kérpern nur wenige Milligramm erhalten, zur Analyse nicht 
ausreichende Mengen. JDoch konnte der bei 165 —167’ 
schmelzende Kérper durch Mischschmelzpunkt als identisch 
mit dem schon linger bekannten, bei 167-—-168° schmelzenden 
erwiesen werden. 

Wir isolierten ferner geringe Mengen Benzophenon, vom 
Schmelzp. 45—46°, das wohl durch Oxydation aus dem Di- 
phenylacetaldehyd entstanden ist. In gréBerer Menge erhielten 
wir eine Substanz, die bei 59—60° schmilzt. Sie erwies sich 
als Desoxybenzoin. 


C,H 
"Sc-co —> 0,H,—C—0-—0,n, . 
C,H,“ H H H, 0 





Eine Beziehung dieses Kérpers zum Diphenylacetaldehyd 
war bisher noch nicht bekannt (s. u.). Aus der Art der Dar- 
stellungsweise muB auf eine Umlagerung geschlossen werden, 
die in Analogie zur Benzilumlagerung steht?) und _ beziiglich 
der Kohlenstoffkonfiguration den umgekehrten Vorgang darstellt, 
den Weise®*) bei der Bildung vom Diphenylacetaldehyd aus 
Hydrobenzoin durch Kochen mit 20°/,iger Schwefelsiure be- 
schrieben hat. 

Es gelang, das 2-Amino-1,l-diphenylathanol durch Spal- 
tung mit 40°/,iger Schwefelsiiure im Bombenrohr bei langerem 





1) M. Weiss, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 198, S. 183; vgl. auch 
Daniloff-Danilova, Chem. Ber. Bd. 59, 8S. 1940 (1926). 

*) Vgl. auch die Bildung von Dibenzyl aus 6-Diphenylmilchsiure, 
und Stilben aus «,«-Dipheny]chlorithan. 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 248, 8S. 34 (1888). 
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Erhitzen auf 150° bis zu 62°/, in Desoxybenzoin iiberzufiihren. 
Dabei kommt es darauf an, das Aminol in méglichst geringer 
Konzentration anzuwenden; auch ist héchste Reinheit der 
Reagenzien erforderlich. 


Zur niberen Untersuchung der soeben erwihnten Iso- 
merisation von Aldehyden zu Ketonen steliten wir uns 
eine gréBere Menge von Diphenylacetaldehyd dar und unter- 
suchten sei» Verhalten gegen Mineralsiiuren: 


Wir erhitzten Diphenylacetaldehyd lingere Zeit mit kon- 
zentrierter Salzsiure oder etwa 40°/,iger Schwefelsiiure. Es 
gelang uns bisweilen, ein krystallisierendes Reaktionsprodukt zu 
erzielen. Meist jedoch entstanden amorph erstarrende Schmieren. 
Beim Arbeiten mit grdéBeren Substanzmengen konnten wir 
durch fraktionierte Destillation neben etwas unveriindertem 
Diphenylacetaldehyd leicht wechselnde Mengen Desoxybenzoin 
isolieren. Im Riickstand verblieben harzige Massen. Konzentrierte 
Schwetelsiure fiihrte zu gleichem Resultate. Durch starke 
Abkithlung konnten wir Verharzung vermeiden und erhielten 
so meist tiber 60°/, Desoxybenzoin. Identifiziert wurde es 
durch Mischschmelzpunkt und Analyse, sowohl des reinen 
Koérpers als auch seines Oxims. Als wir versuchten, das Oxim 
des Diphenylacetaldehyds durch Kochen mit Schwefelsiure zu 
spalten, erhielten wir ebenfalls gréBere Mengen Desoxybenzoin 
neben wenig Aldehyd. 

Bei der Einwirkung von Mineralsiiure auf Phenylbydro- 
benzoin entsteht, wie schon bekannt, ein Gemisch von Tri- 
phenylacetaldehyd und Triphenylithanon. Wir hatten bei 
unseren Parallelversuchen mit 2-Phenylamino-1,1-diphenyl- 
ithanol (1) und Phenylhydrobeunzoin aus letzterem etwa 1,5 g Tri- 
phenylacetaldehyd gewonnen, das wir nun auf seine Isomeri- 
sation zu ‘T'ryphenylathanon priifen konnten. 

Kochen mit konzentrierter Salzsiure fiihrte in der Tat 
teilweise in Triphenylithanon iiber. Nebenbei entstanden be- 
trachtliche Mengen Schmieren. Mit 40°/,iger Schwefelsiure 
war die Ausbeute an Keton 20°/,. Behandeln mit konzen- 
trierter Schwefelsiure unter Kiihlung scheint quantitative 
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Isomerisation zu bewirken. Wir erhielteu aus 0,4 g Aldehyd 
0,3 g reines Keton. 


Diese Versuche iiber die Isomerisation des Diphenylacetaldehyds 
und Triphenylacetaldehyds sind bereits Anfang Februar 1926 in einem 
Vortrag vor der Chemischen Gesellschaft der Universitiit Leipzig er- 
wihnt worden. Anfang Mirz') erschien eine Arbeit von S. Daniloff 
und V. Danilova (Leningrad) iiber das gleiche Thema der Isomerisation 
von Aldehyden zu Ketonen. Daniloff beschiftigt sich mit der Reak- 
tion seit lingerem und fand die Umwandlung des Triphenylacetaldehyds 
in Triphenylithanon bereits 1917. Die betreffende russische Arbeit iiber 
die Dehydratation des Phenylhydrobenzoins ist im Centralblatt nnr kurz 
referiert und die Isomerisation iiberhaupt nicht erwihnt. Mai 1926') 
veréffentlichte Daniloff eine weitere Arbeit, in der er u. a. auch iiber 
die Isomerisation des Diphenylacetaldehyds zu Desoxybenzoin berichtet. 
So liegen iiber die interessante Umwandlung zwei unabhingige Unter- 
suchungen vor. 

Versuche iiber Ketonisomerisation. Die soeben be- 
schriebenen Versuche riefen in uns die Frage hervor, ob noch 
andere Carbonylverbindungen sich isomerisieren. 

Die Klirung schien uns um so wichtiger, als ja bei der 
Dehydration der Glykole sehr oft Gemische von Ketonen 
entstehen, aus deren Verhiiltnis auf die Haftfestigkeit der 
einzelnen Substituenten geschlossen wird. Eine Isomerisation 
von Ketonen wiirde aber fiir die Meerweinschen Betrach- 
tungen von Bedeutung sein. Wir haben daher vorliufig mehr- 
fach substituierte Ketoithane, in deren Besitz wir im Verlaut 
unserer bisherigen Arbeiten gekommen waren, verschiedenen 
Kinwirkungen saurer Medien ausgesetzt und zwar: a) Wochen- 
langes Stehen in Eisessig oder konzentrierter Salzsiure oder 
konzentrierter Schwefelsiure bei Zimmertemperatur; b) 24 stiin- 
diges Kochen in Hisessig oder konzentrierter Salzsiure; c) Er- 
hitzen mit Eisessig oder konzentrierter Salzsiure im Bomben- 
rohr auf héhere emperaturen. 

Es wurde gepriift: 1. Desoxybenzoin, 2. Diphenylaceton, 
3. Methyldesoxybenzoin, 4. Triphenylaithanon, 5. Triphenyl- 
aceton, 6. Benzoyldesoxybenzoin, 7. Dibenzylacetophenon, 8. Iso- 
butyldesoxybenzone, 9. Pinakon. 





1) Chem. Ber. Bd. 59, S. 8377 u. 1032 (1926). 
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Wir haben aber in keinem Falle eine Isomerisation fest- 
stellen kénnen. In den meisten Fiillen erhielten wir das Aus- 
gangsmaterial fast quantitativ zuriick und bei vereinzelten 
Versuchen traten Schmieren aus, deren Aufarbeitung miBlang. 
Wir befinden uns auch hierbei in Ubereinstimmung mit den 
russischen Forschern, die auch Zinkchlorid und Bromwasser- 
stoff unwirksam fanden. 


Versuchsteil. 


Umwandlung des 2-Amino-1,1-diphenylathanols (1) 

in Desoxybenzoin. 

1,0 ¢ Aminoalkohol wurde in 30 ccm 40°/,iger Schwefel- 
siure gelést und im Bombenrohr 2 Stunden auf 150° erhitzt. 
ts schied sich ein Ol aus, das beim Erkalten krystallisierte. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol zeigte die 
Substanz den Schmelzpunkt 57—58°. Sie wurde im Vakuum 
destilliert und schmolz dann bei 59—60°. Mischschmelzpunkt 
mit Desoxybenzoin zeigte keine Depression. Ausbeute 62°/ 
der Theorie. 





0 


Umwandlung des Diphenylacetaldehyds in Desoxybenzoin durch 
Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsaure. 

6 g Diphenylacetaldehyd wurden mit 60 ccm 4°/,iger 
Schwefelsiiure 5 Stunden am RiickfluB erhitzt. Nach Erkalten 
wurde ausgeiithert. Die Atherlésung mit Wasser, verdiinnter 
Schwefelsiure, Wasser, Natroncarbonatlésung, Wasser gewaschen, 
mit Natriumsulfat getrocknet und verdampft. Der Riickstand 
wurde im Vakuum bei 50 cm Druck mehrmals fraktioniert. 
So erhielten wir 

1,3 g Diphenylacetaldehydfraktion, 
3,6 g Desoxybenzoinfraktion. 

Die Aldehydfraktion wurde durch Schiitteln mit Hydrazin- 
sulfat ins Hydrazon iibergefiihrt. Schmelzp. 164°, Misch- 
schmelzp. 164°. 

Die Desoxybenzoinfraktion erstarrte und schmolz dann 
bei 57° Durch nochmalige Destillation wurden schlieBlich 
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1,0 g vom Schmelzp. 60° erhalten. Mischschmelzpunkt mit auf 
anderem Wege dargestellten Desoxybenzoin zeigte keine De- 
pression. 


Umwandlung des Diphenylacetaldehyds in Desoxybenzoin durch 
Erhitzen mit konzentrierter Salzsaure. 


Die analog vorigem Versuch durchgefiihrte Isomerisation 
ergab bedeutend schlechtere Ausbeuten. Nach 6 stiindigem 
Erhitzen von 10 g Aldehyd mit 30 ccm konzentrierter Salz- 


siture wurden erhalten: 
3,0 g Diphenylacetaldehyd, 
1,8 g Desoxybenzoin, 
5,0 g Schmieren. 


Einwirkung von konzentrierter Schwefelsaure auf Diphenyl- 
acetaldehyd. 


5 ¢ Aldehyd wurden in 40 ccm eisgekiihlte konzentrierte 
Schwefelsiure unter starkem Riihren tropfenweise im Verlauf 
von !/, Stunde eingetragen, wobei das Gemisch eine tietschwarze 
Firbung annahm. Nach 3 stiindigem Stehen wurde die Mischung 
tropfenweise mit Kis verriihrt. Es bildete sich ein festes Harz, 
das in Ather aufgenommen wurde. Der Ather wurde mit 
Wasser, Sodalésung, Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und verdampft. Es hinterblieb ein dunkles, in der 
Kiltemischung rasch krystallisierendes Ol. Schmelzp. 51—53°. 
Es wurde aus Alkoho! umkrystallisiert und schmolz dann bei 
53—59°. Ausbeute 3,8 g = 76°/, der Theorie. Mischschmelz- 
punkt mit Desoxybenzoin zeigte keine Depression. 


Spaltung des Diphenylacetaldehydoxims mit 40°/, iger 
Schwefelsaure. 


| 


12 ¢ Oxim wurden mit 40 ccm 40°/,iger Schwefelsiure 
2 Stunden am Riickflu8 erhitzt. Nach Erkalten wurde aus- 
ceiithert, der Ather mit Wasser, verdiinnter Schwefelsiiure, 
Wasser, Sodalisung, Wasser gewaschen, mit Natriumsultat 
getrocknet und abgedampft. Es hinterblieben etwa 10 g ziihes 
Ol, das teilweise krystallisierte. Ks wurde im Vakuum bei 
15mm Druck mebhrfach der fraktionierten Destillation unterworfen. 
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Wir erhielten: 

0,8 g Diphenylacetaldehyd, identifiziert als Hydrazon, 

6,0 g Desoxybenzoin vom Schmelzp. 58—59°, identifiziert durch 
Mischschmelzpunkt, der keine Depression zeigte. 


Einwirkung von konzentrierter Salzsaure auf Triphenyl- 
acetaldehyd. 

0.5 g Triphenylacetaldehyd wurden mit 15 ccm konzen- 
trierter Salzsiure 6 Stunden am RiickfluB erhitzt. Nach Er- 
kalten wurde ausgeithert, der Ather mit Wasser, Soda, Wasser 
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und abgedampft. Der 
harzihnliche Riickstand wurde je 2mal aus Alkohol, Eisessig, 
Aceton umkrystallisiert. So konnten 66 mg Triphenylithanon 
vom Schmelzp. 136° isoliert werden. 


Einwirkung 40°/,iger Schwefelsaure auf Triphenylacetaldehyd. 

0,6 g Triphenylacetaldehyd wurden 8 Stunden mit 20 ccm 
40°/,iger Schwefelsiure am RiickfluB erhitzt. Nach Erkalten 
wurde das entstandene Harz in Ather aufgenommen, der Ather 
mit Wasser, Soda, Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und abgedampft. Der Riickstand, der teilweise kry- 
stallisierte, wurde je einmal aus Eisessig, Aceton, Alkohol um- 
krystallisiert: 0,12 g reines Triphenylithanon vom Schmelz- 
punkt 136° konnten isoliert werden. Die restlichen unreinen 
Produkte wurden nicht weiter untersucht. 


Einwirkung konzentrierter Schwefelsaure auf Triphenyl- 
acetaldehyd. 


0,4 g Triphenylacetaldehyd wurden unter kriftigem Riihren 
im Verlaufe von 20 Minuten in 20 ccm eisgekiihlter konzen- 
trierter Schwefelsiure eingetragen. Nach °/, Stunden wurde 
in 50 cem Hiswasser gegossen und die entstandene Triibung 
in Ather aufgenommen. Der Ather wurde mit Wasser, Soda, 
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und ab- 
gedampft. Der krystalline Riickstand wurde aus Alkohol um- 
krystallisiert: 0,3 g reines Triphenylithanon vom Schmelz- 
punkt 136° 
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10. Mitteilung. 


Versuche mit Acylaminosauren und Peptiden.’) 
Von 


Fritz Bettzieche, Rudolf Menger und Kurt Wolf. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, September 1926.) 


Kinige Versuche itiber die Umsetzung von Benzoylamino- 
siiuren mit Grignardreagens sind bereits mitgeteilt worden. 
Wir hatten die Acylaminosiiuren als Saurechloride und als 
Ksterchlorhydrate in Reaktion gebracht, um uns iiber die Be- 
teiligung der Siureamidbindung zu orientieren. Ks waren {ol- 
gende Versuche angestellt worden: 

Hippursiurechlorid rein mit Athylmagnesiumbromid, 
Hippursiiureester rein mit Athylmagnesiumbromid, 
Hippursiiurechlorid roh mit Athylmagnesiumbromid, 
Hippursiiureester roh mit Athylmagnesiumbromid, 
Benzoylphenylaminoessigsiurechlorid roh mit Athylmagnesiumbromid, 
Benzylphenylaminoessigsiureester ——" - 

™ ; rein ,, - 
Benzoylalaninester rein mit Athylmagnesiumbromid, 
Hippursiiureester » 5, Phenylmagnesiumbromid. 

Aus dem geringen Stickstoffgehalt der salzsauren Zer- 
setzungslésung und den teilweise recht guten Ausbeuten an 
Benzoylaminoalkoholen zeigte sich, daB die [midbindung eine 
geniigende Indifferenz gegeniiber dem Grignardreagens 
besitzt. Wir haben inzwischen noch folgende Versuche mit 
dem gleichen Resultat durchgetihrt: 


') Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 








or 








Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf Aminosiiuren 271 


Benzoylphenylalaninester mit Athylmagnesiumbromid, 
Benzoylphenylaminoessigsiureester mit Methylmagnesiumbromid, 
Benzoylleucinester mit Phenylmagnesiumbromid, 
Benzoylalaninester mit Benzylmagnesiumbromid. 


Diese Versuche sind im experimentellen Teil niher be- 
schrieben. Weiter interessierte uns das Verhalten anderer 
Siureimidbindungen. Sulfamidderivate widerstehen ebenfalls 
dem Grignardreagens. Wir setzten um: 

Toluolsulfoglykokollester mit Phenylmagnesiumbromid, 


+ 5, Benzylmagnesiumbromid, 


Toluolsulfoalaninester . ‘“ 


Benzolsulfoglykokollester ,, Phenylmagnesiumbromid, 
Naphthalinsulfoglykokollester mit Phenylmagnesiumbromid. 


Die Reaktion wurde wie iiblich mit }/,—1 stiindiger Dauer 
durchgefiihrt. Es lie& sich so keine Beteiligung der Séure- 
imidbindung nachweisen. Jedoch haben wir noch nicht ver- 
sucht, ob sie sich durch geeignete MaBnahmen (lingere Ein- 
wirkung usw.) nicht doch erzwingen lift. Wir konnten ge- 
legentlich in geringer Menge Nebenprodukte isolieren, deren 
identifizierung noch nicht gelang. 

Die erhaltenen Sulfaminoalkohole wurden durch Vergleichen 
mit den entsprechenden Produkten identifiziert, die durch Kupp- 


lung von Sulfochloriden mit den Aminoalkoholen gewonnen 
worden waren. 


Die Umsetzung von Phthalylglykokollester mit 
Phenylmagnesiumbromid brachte einige interessante Besonder- 
heiten, Der Versuch wurde angestellt, um das Verhalten einer 
Phthalimidosiure zu untersuchen, nachdem wir bereits friiher 
das Phthalimid selbst mit Phenylmagnesiumbromid umgesetzt 
hatten. In beiden Fillen reagiert das Phthalimid nur ein- 
seitig und gleicht also darin dem Phthalsiureanhydrid bei der 
sildung der Phthaleine und dem Phthalsiurechlorid bei vielen 
Umsetzungen: 
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C=NR 

‘ie alk 4 ~~ — CONHR 

” | O oder {Ib | | 
aii | | 

tie is 
C—OH 
| R = H oder NHCH,COOC,H, 
Ph 


Die Umsetzung mit Phthalimid selbst ging infolge unge- 
eigneter Loéslichkeitsverhiltnisse schlecht vor sich. Es gelang 
uns nicht, das erwartete Amid rein zu fassen. Wir begniigten 
uns bei diesem Versuche mit der Isolierung der o-Benzoy]- 
benzoesiure, die durch Behandlung unseres primiren Pro- 
duktes mit Saure leicht zu erhalten war. Der Verlauf dieses 
Grignardierungsversuches verliert an Bedeutung durch die un- 
vollstindige Umsetzung und die vielleicht doch nicht ganz ein- 
deutige Aufarbeitungsweise. 


Wir beobachteten ferner beim Versuch mit Phthalyl. 
glykokollester eine strukturell nicht zu erklarende Indifferenz 
der sonst so reaktionsfahigen Estergruppe. Wir setzten ihn 
mit Phenylmagnesiumbromid in der iiblichen Weise um. Dabei 
zeigte sich die Estergruppe des Glykokolls recht triage, es 
reagierte nur die eine Carbonylgruppe des Phthalylaminosiure- 
esters. Als Hauptprodukt erhielten wir aus der Atherfraktion 
eine Substanz vom Schmelzp. 143°, die wir nach Analyse und 
Molekulargewicht als o-Benzoyl-benzoyl-glykokollester oder ein 
[someres ansprechen (Ila oder Ib). 


Zum Strukturbeweis des Esters benutzten wir die Ver- 
seifung, die neben Alkohol das o-Benzoyl-benzoyl-glykokoll 
lieferte und die Totalaufspaltung, bei der wir o-Benzoylbenzoe- 
siure, Glykokoll und Alkohol nachwiesen. Mit der experi- 
mentellen Entscheidung zwischen Ila oder IIb sind wir zurzeit 
noch beschiaftigt. 


Aus den itherischen Mutterlaugen des o-Benzoyl-benzoy!- 
glykokollesters erhielten wir durch Ausschiitteln mit Natronlauge 
die dem Ester zugrunde liegende Saure vom Schmelzp. 183’, 
die auch aus dem reinen Ester zu erhalten ist. Umgekehrt 
ist es nicht gelungen, die Saiure mit alkoholischer Salzsiure 
zu verestern. 
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In geringerer Menge isolierten wir aus dieser Fraktion 
noch eine Substanz vom Schmelzp. 223° mit folgenden Analysen- 
werten: 

C 86,34 H 6,19 N 3,04. 


? 
Zweifellos war dieser Koérper, den wir ein zweites Mal nicht 
erhalten konnten, noch nicht analysenrein. 
Aus der sauren Zersetzungslésung gewannen wir eine Sub- 


) 


stanz von Schmelzp. 156—157°, die nach Analyse und Mole- 


kulargewicht sich von dem aus der Atherfraktion erhaltenen 
Kster ableitet, indem die Estergruppe mit 2 Phenylgruppen 
belastet ist (III). 

Da die Substanz jedoch basische EKigenschaften zeigt, 
méchten wir sie als Oxy-oxazolidin (1V) formulieren: 


OH 
on m - Vai 
\—CONHCH,C : (C,H), Ux 
| ‘O C:(C,H;), 
\ --006,H; OH ~~ COC.H; 
lil LV 


Die Substanz [li glauben wir in Hinden gehabt zu haben 
in einem bei 151° scharf schmelzenden Korper, der sich aus der 
verdiinnten sauren Zersetzungslésung, aus der spater die Base LV 
isoliert wurde, abschied und beim Umkrystallisieren (Hisessig) 
in dieselbe iiberging. Die Struktur der Base vom Schmelz- 
punkt 156—-i57° versuchten wir ebenfalls durch Spaltung klar- 
zustellen. Allein die dazu erforderliche Temperatur ist so 
hoch, daB gleichzeitige Verharzung und Verkohlung eintritt. 

Im Verlauf dieser Versuche fanden wir, da8 das Chlor- 
hydrat der Base, das bei 54° schmilzt beim Erhitzen mit 
Salzsiure im Bombenrohr in ein isomeres Chlorhydrat vom 
Schmelzp. 152° iibergeht. Beide Chlorhydrate besitzen keine 
Aminogruppe (van Slyke negativ). 

Li8t man das Grignardreagens lingere Zeit auf Phthalyl- 
glykokollester einwirken, so verschiebt sich die Ausbeute zu- 
gunsten der Base, bei 5stiindiger Dauer konnte Ester iiber- 
haupt nicht mehr isoliert werden. Das spricht dafiir, dab der 
Kster ein Zwischenprodukt bei der Reaktion darstellt. Ks 
muBte sich dann die Base (LV) auch aus dem Kster (II) direkt 
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darstellen lassen. Das war in der Tat der Fall. Vielleicht 
darf man aus dem Ergebnis dieses Versuches schlieBen, dat 
der Ester in der Form Ila vorliegt, da nach den bisherigen 
Erfahrungen bei Grignardierungen eine Ketongruppe gut reagiert. 

Die Indifferenz der Siureimidbindung gegeniiber dem Grig 
nardreagens zeigt sich auch bei Peptiden. Wir haben bereits 
friher die Kinwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Glycyl- 
glycinesterchlorhydrat beschrieben. 

Weitere Versuche wurden angestellt und als sie in gleichem 
Sinne ausfielen, versuchten wir darauf eine Methode zur Be- 
stimmung endstiindiger Aminosiiuren in Peptiden zu griinden: 

1. Das Peptid wird mit absolutem Aikchol und Salzsiure- 
gas verestert. 

2. Das Esterchlorhydrat wird mit Grignardreagens um- 
gesetzt und dadurch die endstiindige Aminosiiure in einen 
Aminoalkohol iibergefiihrt. 

3. Der entstandene Peptidalkohol wird durch Alkali oder 
Siure zerlegt und aus dem Hydrolysengemisch der Amino- 
alkohol oder dessen Umwandlungsprodukt isoliert. 

Bis jetzt legen folgende Umsetzungen von Peptiden mit 
(srignardreagens vor: 


ae 


. Glyeylglyecin mit Phenylmagnesiumbromid, 


bo 


. Glyeylalanin ,, rm 
Pa » Benzylmagnesiumbromid, 


» 


. Glyeylphenylaminoessigsiiure mit Phenylmagnesiumbromid, 

‘ » Benzylmagnesiumbromid, 

. Benzoylglyeylalanin mit Phenyimagnesiumbromid, 

me » Benzylmagnesiumbromid, 

8. Benzoylglycylphenyiaminoessigsiure mit Phenylmagnesiumbromid, 
9. m , Benzylmagnesiumbromid. 


“1 co oH 


Die Isolierung des Reaktionsproduktes macht bei Pep- 
tiden mit freier Aminogruppe keine Schwierigkeiten, sie gelingt 
auf gleichem Wege wie bei der Grignardierung von Amino- 
siuren. Bei benzoylierten Peptiden muB das Reaktionsprodukt 
von den Riickstandsprodukten des Grignardreagenses (Benzol, 
Brombenzol, Diphenyl bzw. Toluol, Benzylbromid und Dibenzy)) 
durch Wasserdampfdestillation getrennt werden. Hierbei tritt 
partielle Zerstérung der Peptidalkohole ein. Wir wiesen dies 
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unter anderem bei der Behandlung von Benzoylglycylphenyl- 
aminoessigester mit Benzylmagnesiumbromid nach. Der Kolben- 
riickstand der Wasserdampfdestillation wurde in Ather auf- 
genommen und dieser atherischen Lésung konnten durch 
Waschen mit Wasser, Salzsiiure, Wasser, Soda, Wasser: Benzoe- 
siure und 2-Phenyl-2-amino-1,1-dibenzyl-ithanol (1) entzogen 
werden. 

Wir moéchten bei dieser Serie von Peptidgrignardierungen, 
die 1m experimentellen Tell niher beschrieben sind, die er- 
zielten Ausbeuten nicht angeben, da die meisten dieser Um- 
setzungen aus Mangel an Peptiden nur einmal mit gréSeren 
Mengen durchgefiihrt werden konnten. Wir haben die Ver- 
suche spiiter mit kleineren Mengen angestellt und dariiber 
bringen wir dann ausfiihrliche Angaben. 


Versuechsteil. 


Einwirkung von Athylmagnesiumbromid auf Benzoylpheny]- 


alaninester. 
H i C,H, 
O,H,-CH,-C—CO00,H, ——> (,H,-CH,-C—c& 
| \C,H; 
NU-CO-C,H, OH 
NH-CO-0,H, 


1,5 g Benzoyl-phenylalaninester wurden zu einer Grignard- 
lésung aus 3 ¢ Magnesium und 30 ¢ Bromithyl in 200 ccm 
Ather gegeben. Nach 1/, Stiindigem Kochen wurde mit ver- 
diinnter eisgekiihlter Salzsiiure zersetzt, Das 2-Benzoylamino- 
2-benzyl-1,1-diithylithanol (1) wurde durch Abdampfen des 
Athers, Waschen des Rohproduktes mit Sodalésung und Um- 
krystallisieren aus Alkohol zu 1,08 g = 69°/, der Theorie ge- 
wonnen. Schmelzp. 185°, Mischschmelzpunkt mit analysiertem 
2-Benzoyl-amino-2-benzyl-1,1-diithyliithanol zeigte keine De- 
pression, 

Mikro-Pregl. 
4,109 mg Substanz gaben 11,623 mg CO, und 3,060 mg H,0O. 


4,603 mg " » 18,044 mg CO, und 3,345 mg H,O, 
C.,H,;0.N ter."C 77,17*%/, H 8,10°/, 
tef. ,, 77,19 77,26 , 8,32 8,09 


18* 
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Mikro-Dumas nach Pregl. 


3,212 mg Substanz gaben 0,131 cem N bei 752 mm, 20°. 


4,052 mg ss .» 0,151 eem N,, 752 mm, 18°. 
C,,H,,0.N Ber. N 4,50°/, Gef. N 4,71 4,60°/, 


Einwirkung von Methylmagnesiumbromid auf Phenyl-amino- 
essigsaureesterchlorhydrat. 


H H CH, 
CHyC-Co0ng, ——+> CH,-C— CC 
l | | SCH; 
NH, | NH, OH 
HCl Y 
H CH, 
CH, -C—CC ’ 
| | SCH, 
OH 
NH-CO-C,H, 
Das Grignardreagens wurde aus 2g Magnesiumspiinen 


und 15 ¢ Methylbromid in 100 cem Ather bereitet. 1,0 ¢ 
Phenyl-aminoessigsiiureesterchlorhydrat wurden portionsweise 
eingetragen. Nachdem noch 1 Stunde auf dem Wasserbad ge- 
kocht worden war, wurde mit eisgekithlter Salzsiiure zersetzt. 
Die Schichten wurden getrennt. Die salzsaure Loésung, die 
das Reaktionsprodukt enthielt, wurde ammoniakalisch gemacht 
und ausgeiithert. Atherriickstand war ein Ol, das im Kiilte- 
gemisch erstarrte. Es wurde zur Benzoylierung in Ather ge- 
lést, mit 2n-Natronlauge unterschichtet, und unter kriftigem 
Turbinieren wurde Benzoylchlorid im UberschuB zugegeben. 

Die Aufarbeitung ergab Krystalle vom Schmelzp. 136°. 
Leicht léslich in Ather, Alkohol, Benzol, schwer ldéslich in 
Petrolither und Wasser. 


Mikro-Pregl. 
4,452 mg Substanz gaben 12,370 mg CO, und 2,880 mg H,0O. 


4,380 mg m » 12,163 mg CO, und 2,820 mg H,0. 
C,,H,,O2N Ber. C 75,83 °/5 H 7,167), 
Gef. ,, 75,78 75,74 9 1524 7,20 


Mikro-Dumas nach Pregt. 


5,010 mg Substanz gaben 0,226 eem N bei 749 mm, 18°. 
5,420 mg ” » 0,248 cem N ,, 749 mm, 18°. 


Ber. N 5,20°/, Gef. N 5,23 5,29°/, 

















Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf Aminosiuren. 277 


Einwirkung von Methylmagnesiumbromid auf Benzoylphenyl- 


aminoessigester. 
H H /©s 
CoH,-C—COOC,H, ——> O,H,-C—--0¢ 
| | \CH, 
NH on 
NH-CO-C,H, 


| 
CO-0,H, 


Zu einem Grignardreagens aus 2 ¢ Magnesium und 50 ¢ 
Methylbromid in 100 cem Ather wurden 1,0 g Benzoylphenyl- 
aminoessigester in Portionen zugegeben. Nach 1 stiindigem 
Kochen wurde zersetzt. Die itherische Lésung wurde ver- 
dampft. Der dlige, von Krystallen durchsetzte Riickstand wurde 
2mal aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 136°, Misch- 
schmelzpunkt mit analysiertem 2-Benzoyl amino-2-phenyl-1, 1- 
dimethylithanol (1) des vorhergehenden Veisuches zeigte keine 
Depression. 

Mikro-Pregl. 
4,408 mg Substanz gaben 12,247 mg CO, und 2,852 mg H,0O. 


4,337 mg - » 12,042 mg CO, und 2,792 mg H,O. 
C,,H,,0.N Ber. C 75,83 °/, H 7,16°/, 
Gef. ,, 15,77 75,75 » 14,23 7,20 


Mikro-Dumas nach Pregl. 


4,960 mg Substanz gaben 0,224 cem N bei 749 mm, 18°. 


5,366 mg m 0,246 eem N ,, 749 mm, 18° 
Ber. N 5,20°/, Gef. N 5,22 5,27°/, 


Einwirkung von nena eee auf Benzoylleucinester. 


CHa, H Hy Si 
.CH.CH,-C—COO0C,H, >“ SCH-CH,-C—C 
CH,” | CH, | | \O.H, 
NH NH OH 

| | 
CO-C,H, CO-C,H, 


2g Benzoylleucinester wurden mit einer Grignardlésung 
aus 6 ¢ Magnesium und 60g Brombenzol in 150 ccm Ather 
in Reaktion gebracht. Nach 1 stiindigem Kochen wurde mit 
verdiinnter Salzsiure zersetzt. Die Schichten wurden getrennt. 
Nach Abdampfen des Athers wurde mit Wasserdampf destil- 
ert, und das zuriickbleibende Harz mehrmals aus Alkohol 
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umkrystallisiert. Es verblieben 1,46 g einer wie das erwartete 
2-Benzoylamino-2-isobutyl-1, 1-diphenylathanol bei 184° schmel- 
zenden Substanz. Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 
Ausbeute also 52°/, der Theorie. 
Mikro-Pregl. 
4,178 mg Substanz gaben 12,326 mg CO, und 2,772 mg H,O. 
4,158 mg . » 12,276 mg CO, und 2,782 mg H,0. 
C.;H,,0,N Ber. C 80,43°/, H 7,30°/, 
Gef. ,, 80,41 80,49 » at Yao 
Mikro-Dumas nach Pregl. 


4,386 mg Substanz gaben 0,145 cem N bei 755 mm, 21°. 


5,030 me “ »  0,168cem N ,, 743 mm, 21°. 
Ber. N 8,75, Gef. N 3,80 3,77, 


Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid aus Benzoylalaninester. 


Hi H OH, OH, 
CH,-C—COOC,H, > CH,-C—-C¢ 
| | | \CH,-C,H; 
NH NH OH 
| | 
CO-C,H, CO-C,H, 


Aus 8g Magnesium und 75g Benzylbromid wurde in 
200 cem Ather das Grignardreagens bereitet und portionsweise 
3g Benzoylalaninester zugegeben. Nach !/, stiindigem Kochen 
wurde mit eisgekiihlter verdiinnter Salzsiiure zersetzt. Die 
Schichten wurden getrennt, und der Ather abgedampft. Das 
zuriickbleibende Harz wurde mit Wasserdampf unter mehr- 
maligem Zusatz von Alkohol destilliert und dann wiederholt 
abwechselnd aus Alkohol und Eisessig umkrystallisiert, bis der 
Schmelzpunkt konstant blieb. So wurde schlieBlich allerdings 
in recht geringer Ausbeute 2-Benzoylamino-1, 1-dibenzylpropanol 
vom Schmelzp. 122° erhalten. Identifizierung durch Misch- 
schmelzpunkt mit einem analysierten Priparat, das durch 
Benzoylierung des freien Aminoalkohols erhalten worden war. 


Mikro-Pregl. 
3,242 mg Substanz gaben 12,445 mg CO, und 2,615 mg H,0. 
4,382 mg - » 12,865 mg CO, und 2,733 mg H,0. 
\.,H,,NO, Ber. C 80,18°/, H 7,02°/, 
Gef. ,, 80,04 80,10 » 6,92 7,00 
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Mikro-Dumas nach Pregl. 
8,000 mg Substanz gaben 0,270 cem N bei 743 mm, 16°. 


6,050 mg e »  0,206ceem N ,, 743 mm, 16°. 
Ber. N 3,88°/, Gef. N 3,90 3,93°/, 


2-Benzoylamino-1,1-dibenzylpropanol (1). 
/CH,- C,H; 
CH,-CH-C 
| | \CH,-C,H; 
NH OH 
Co. CH, 
4¢ Aminol wurden in Ather gelést, mit 2n-Natronlauge 
unterschichtet und unter kriaftigem Schiitteln mit 2!/, Mol. 
Benzoylchlorid behandelt. Innerhalb 4 Stunden fiel eine kry- 
stalline Substanz aus. Sie wurde abgesaugt und aus Alkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 122°. Weitere Substanz wurde 
durch Verdampfen des Athers gewonnen. Die neue Substanz 
ist leicht léslich in Ather, heigem Alkohol und Benzol, mibig 
léslich in kaltem Alkohol und Benzol, unléslich in Wasser. Es 
ergaben sich an reinem Produkt ingesamt 3,71 g = 66°/, der 
Theorie. Durch starken Uberschu8 von Benzoylchlorid libt 
sich die Kupplung jedoch leicht quantitativ gestalten. 
Mikro- Pregl. 
4,284 ing Substanz gaben 12,570 mg CO, und 2,640 mg H,0. 


4,426 mg re » 138,005 mg CO, und 2,760 mg H,O. 
C,,H.,.NO, Ber. C 80,18°/, H 7,02°/, 
Gef. ,, 80,03 80,14 , 6,90 6,98 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
8,080 ng Substanz gaben 0,273 ecm N bei 743 mm, 16°. 


6,110 mg » 0,208 cem N_ ,, 1743 mm, 16°. 
Ber. N 3,88°/, Gef. N 3,91 3,93°/, 


Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Toluolsulfo- 
glykokollester. 


CH,C,H,-SO,-NH-CH,-COOC,H, 
C,H, 
> CH,-C,H,-80,-NH-CH,-COH 
No,H, 
Das Toluolsulfoglykokoll wurde nach der Methode von 
Emil Fischer dargestellt und verestert. 


Ne i MN NS ha NA TS a cn NS it aight 
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Aus 2,0 g Magnesiumspinen und 15 g Brombenzol wurde 
in 100 com Ather das Grignardreagens bereitet. Darauf 
wurden 2 g Toluolsulfoglykokollester portionsweise eingetragen, 
wobei jedesmal heftige Reaktion erfolgt. Nach beendigtem 
Kintragen wurde noch 30 Minuten auf dem Wasserbad erwirmt, 
schlieBlich mit eisgekiihlter Salzsiiure zersetzt. 

Nach Abtrennung der Atherschicht wurde die Salzsiiurelésung 
noch 2mal ausgeathert und die atherischen Lésungen vereinigt. 

Der Ather wurde abgedampft. Die riickstiindigen Schmieren 
wurden zwecks Entfernung von Benzol, Brombenzol und Di- 
phenyl der Wasserdampfdestillation unterworfen. Das ver- 
bleibende Harz wurde mehrfach aus Wasser und Hisessig 
Wasser umkrystallisiert. Die Analyse stimmte schlieblich auf 
das erwartete 2-oluolsulfoamino-1,1-diphenylithanol (1). Aus- 
heute etwa 50°/, der Theorie an reinen Produkt vom Schmelz- 
punkt 138°. Gemischt mit dem nach Schotten-Baumann 
aus den Komponenten erhaltenen Sulfamid keine Depression. 
Aus den Mutterlaugen isolierten wir einen zweiten, unrein be! 
104—-106° schmelzenden Kérper, dessen Identifizierung bislang 
nicht gegliickt ist. 

Analyse des 2-Toluolsulfamino-1,1-diphenylithanols (1). 


Mikro-Pregl. 


4,674 mg Substanz gaben 11,760 mg CO, und 2,550 mg H,O. 


4,510 mg = » 11,360 mg CO, und 2,450 mg H,O. 
C,,H,,0,NS Ber. C 68,6°/, H 5,70*/, 
Gef. ,, 68,63 68,69 ,, 6,11 6,08 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
5,470 mg Substanz gaben 0,193 ecm N bei 748 mm, 18°. 
Ber. N 3,8°/, Gef. N 4,06°, 


Mikro-Schwefelbestimmung. 
13,900 mg Substanz gaben 8,010 mg BaSQ,. 


7,680 mg = »  9,020mg BaSQ,. 
Ber. S 8,7°, Gef. S 8,53 8,91°/, 


Die Salzsiurelésung ergab keine neue Substanz, ein Be- 
weis, daB bei der Grignardierung die Toluolsulfogruppe auch 
nicht teilweise abgespalten war. 
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Einwirkung von Toluolsulfochlorid auf Glykokollphenylaminol. 

2g¢ Aminol wurden in viel Benzol gelist, desgleichen 20 ¢ 
Toluolsulfochlorid (etwa 10 Mol.), weiterhin 8,5 g Atznatron 
(etwa 20 Mol.) in 100ccm Wasser. Wiahrend 3'/, stiindigen 
Riithrens wurde von der Toluolsulfochloridlésung und von der 
Natronlauge portionsweise zugegeben. Hs fiel eine weiBe Masse 
(Na-Salz des Toluolsulfoglykokollphenylaminols), die abfiltriert 
und aus Alkohol umkrystallisiert wurde. 


6,110 mg Substanz gaben 0,88 eem N bei 745mm, 19°. 


C.,H.,,O,NSNa Ber. N 3,59, Gef. N 3,539, 
15,950 mg Substanz gaben 3,094 mg Na,SOQ,. 
15,830 mg¢ ye » 2,935 mg Na,SQ,. 

C,,H.,O,NSNa Ber. Na 5,91 °/, Gef. Na 6,28 6,009, 


Das freie 2-Toluolsulfamino-1, 1-diphenylithanol(1) krystalli- 
sierte aus der Loésung des Na-Salzes in Hisessig, beim Ver- 
diinnen mit Wasser. Schmelzp. 138°. Léslich in Methyl- 
alkohol, Athylalkohol, Ather, Benzol, Chloroform, Essigester, 
Kisessig. Unldslich in Ligroin, Wasser. 

4,996 mg Substanz gaben 12,590 mg CO, und 2,670 mg H,O. 


5,040 mg " », 12,730mg CO, ,, 2,720 mg H,O. 
C,, H.,0,NS Ber. C 68,66 °/, 5,72", 
Gef. ,, 68,73 68,89 », 3,98 6,04 
4,820 mg Substanz gaben 0,168 eem N bei 745 mm, 19°. 
0,480 mg “ »  90,187ceem N ,, 745 mm, 19°. 
J91H3,0,N5S Ber. N 3,81°/, Gef. N 3,98 3,91°, 


Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Toluolsulfo- 
glykokollester. 


3g Ester wurden portionsweise in eine Grignardlésung 
aus 3g Magnesium und 28¢ Benzylbromid in 150cem Ather 
eingetragen. Die Dauer der Grignardierung wurde auf etwa 
‘/, Stunde bemessen. Dann wurde durch EingieBen in eis- 
gekiihlte verdiinnte Salzsiiure zersetzt. Die beiden Schichten 
wurden getrennt, die salzsaure noch mehrmals ausgeiithert und 
die Atherischen Lésungen vereinigt, mit Wasser, Sodalésung, 
Wasser gewaschen und abgedampft. Das zuriickbleibende zihe 
Ol wurde unter mehrmaligem Zusatz von Alkohol der Wasser- 
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dampfdestillation unterworfen. Als nur noch reines Wasser 
iiberging, wurde abgebrochen und das im Kolben verbleibende 
Harz mit Alkohol aufgenommen. Beim Erkalten schieden sich; 
Krystalle vom Schmelzp. 135-—-137° aus. Sie wurden noch 
zweimal aus Alkohol, Aceton und Eisessig umkrystallisiert bis 
sie den konstanten Schmelzp. 150—151° zeigten. Ausbeute 
35°/, der Theorie. Identifiziert wurde die Substanz als 
2-Toluolsulfo-amino-1, 1-dibenzylithanol (1) durch Mischschmelz- 
punkt mit dem durch Toluolsulfonierung des 2-Amino-1, 1-dibenzy|- 
iithanals erhaltenen Produkte, es zeigte sich keine Depression. 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,644 mg Substanz gaben 0,148 cem N bei 750 mm, 18°. 
C,;H,,0,0NS Ber. N 3,54°/, Gef. N 3,70 °/, 
Aus den Mutterlaugen lie sich ebenfalls in geringer Menge 
eine zweite S- und N-haltige Substanz gewinnen. Das vor- 
handene Material geniigte nicht zur Identifizierung. 


Einwirkung von Toluolsulfochlorid auf Glykokollbenzylaminol. 

500mg Aminol wurden in Ather gelist, desgleichen 10g 
Toluolsulfochlorid, weiterhin 4,2 ¢ Atznatron in 50 ccm Wasser. 

Wahrend 3stiindigen Riihrens portionsweise Zugabe der 
Toluolsulfochloridlésung und der Natronlauge. Nach Abtrennen 
des Athers wurde dieser gewaschen mit Wasser, Salzsiiure, 
Wasser. Darauf Trocknen und Verdampfen des Athers. Es 
blieb ein Ol zuriick, das durch Aufnahme mit Eisessig zur 
Krystallisation gebracht wurde. Schmelzp. 150—151°  Lés- 
lich in Methylalkohol, Athylalkohol, Ather, Aceton, Essigester, 
Kisessig, Benzol, Chloroform. Unléslich in Ligroin, Wasser. 

Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,690 mg Substanz gaben 0,149 cem N bei 750 mm, 18°. 


4,630 mg r . 0,143 cem N bei 750 mm, 18°. 
C,3H,,0,;NS Ber. N 3,54°/, Gef. N 3,68 3,58°/, 


Mikro-Pregl. 
4,795 mg Substanz gaben 12,220 mg CO, und 2,740 mg H,0. 
4,826 mg a » 12,330mg CO, ,, 2,740 mg H,O. 


C,,H,,0.NS Ber. C 69,87, H 6,32°/, 
Gef. ,, 69,50 69,68 » 6,39 6,36 
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Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Toluolsulfo- 
alaninester. 


22¢ Toluolsulfoalaninester wurden mit einer Grignard- 
lésung aus 3g Magnesium und 27¢ Benzylbromid umgesetzt. 
Nach }/, stiindiger Dauer der Reaktion wurde durch EingieBen 
in eisgekiihlte verdiinnte Salzsiure zersetzt. Die atherische 
Schicht wurde abgetrennt, mit Wasser, Soda, Wasser gewaschen 
und abgedampft. Der dlige Riickstand wurde unter zwei- 
maligem Zusatz von Alkohol der Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Der Kolbenriickstand, ein zihes Harz, wurde in Eis- 
essig aufgenommen. Dnrch Verdiinnen mit Wasser lieBen sich 
daraus Krystalle vom Schmelzp. 140—144° gewinnen. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton, Alkohol, wurde der 
Schmelzp. 161—-162° erreicht. Die Substanz konnte als 
2-Toluolsulfoamino-1, 1-dibenzylpropanol (1) identifiziert werden. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem durch Toluolsulfonierung des 
2-Amino-1, 1-dibenzylpropanol (1) erhaltenen Produkt zeigte keine 
Depression. Ausbeute: 39°/, der Theorie. 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,970 mg Substanz gaben 0,151 ecm N bei 750 mm, 18°. 
C,,H,,0,NS Ber. N 3,42°/, Gef. N 3,52°/, 


Aus den Mutterlaugen lieB sich eine zweite S- und N- 
haltige Substanz gewinnen, mit deren Konstitutionsbeweis wir 
noch beschiftigt sind. 


Einwirkung von Toluolsulfochlorid auf Alaninbenzylaminol. 


Etwa 2g Aminol wurden in viel Ather gelést. Wahrend 
3 stiindigen kriftigen Riihrens wurden 20g Toluolsulfochlorid 
in 100cem Ather und 100ccm 8°/, ige Natronlauge portions- 
weise zugegeben. Die nach Schluf des Prozesses abgetrennte 
itherische Lisung wurde mit Wasser, Salzsiure, Wasser ge- 
waschen, mit Pottasche getrocknet und verdampft. Der Riick- 
stand wurde zweimal aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 161—162° Léslich in Methylalkohol, Athylalkohol, 
Ather, Aceton, Essigester, Kisessig, Benzol, Chloroform. Un- 
léslich in Ligroin, Wasser. 
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Mikro-Pregl. 
4,845 mg Substanz gaben 12,530 mg CO, und 2,970 mg H,0O. 
4,648 mg .»  11,990mg CO, ,, 2,770 mg H,O. 
C,,H,,O,NS Ber. C 70,41°/, H 6,60°/, 
Gef. ,, 70,53 70,85 ,, 6,86 6,67 


Mikro-Dumas. 
5,020 mg Substanz gaben 0,153 cem N bei 750 mm, 18°. 
4,070 mg ¥ .  0,125cecem N ,, 750mm, 18°. 


C,,H.,0,NS Ber. N 3,42°/, Gef. N 3,53 3,57°/,. 


Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Benzolsulfo- 
glykokollester. 


Aus 3g Magnesium und 25 ¢ Brombenzol wurde in 160 ccm 
Ather das Grignardreagens bereitet. 1,6g Ester wurden por- 
tionsweise zugegeben. Die Reaktionslésung wurde nach 3/, Std. 
in eisgekiihlte verdiinnte Salzsiure eingegossen. Die beiden 
Schichten wurden getrennt, die atherische mit Wasser, Soda, 
Wasser gewaschen und abgedampft. Der dlige Riickstand, der 
teilweise krystallisierte, wurde nun der Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Ks blieb ein von Krystallen durchsetztes Harz 
zuriick, das aus Eisessig, Alkohol, Aceton je zweimal um- 
krystallisiert wurde und dann den konstanten Schmelzp. 139° 
zeigte. Die Substanz wurde als 2-Benzolsulfoamino-1, 1-diphenyl- 
ithanol identifiziert. Ausbeute 51°/, der Theorie. 


Einwirkung von Benzolsulfochlorid auf Glykokollphenylaminol. 


2¢ Aminol wurden in reichlich Ather gelést, desgleichen 
14 ¢ Benzolsulfochlorid, ferner 6,5 g Natronlauge in 80ccm 
Wasser. Im Verlauf von 3 Stunden wurde unter kriftigem 
Riihren Benzolsulfochloridlésung und Natronlauge portionsweise 
zugegeben. Ks fiel ein weifer Kérper aus, der das Natrium- 
salz darstellte. Der freie Kérper wurde daraus durch zwei- 
malige Krystallisation aus Eisessig erhalten. Schmelzp. 139°. 
Léslich in Methylalkohol, Athylalkohol, Ather, Aceton, Essig- 
ester, Eisessig, Benzol, Chloroform. Unléslich in Ligroin, 
Wasser. 
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Mikro-Pregl. 
5,026 mg Substanz gaben 12,500 mg CO, und 2,510 mg H,0O. 


4915mg ,  12,265mg CO, ., 2,540 mg H,O. 
C.,H,,0,NS Ber. © 67,99°/, H 5,38°/, 
Gef, ,, 67,83 68,06 5,59 5,78 


Mikro-Dumas. 


5,995 mg Substanz gaben 0,203 cem N bei 750 mm, 18°. 


4,410 mg o f 0,152 cem N bei 750 mm, 18°. 
C,,H,,O,NS Ber. N 3,96°/, Gef. N 3,92 3,99°/, 


Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Naphthalinsulfo- 
glykokollester. 

2,4g Ester wurden mit einer Grignardlésung aus 3 g 
Magnesium und 25g Brombenzol in 180 ccm Ather umgesetzt. 
Nach */, stiindiger Dauer wurde durch EingieBen in eisgekihlter 
verdiinnter Salzsiiure zersetzt. Die itherische Schicht wurde 
abgetrennt, mit Wasser, Soda, Wasser gewaschen und ab- 
gedampft. Das zuriickbleibende Ol wurde mit Wasserdampf 
destilliert. Es hinterbheb ein teilweise krystalliines Harz, das 
aus Alkohol, Kisessig je zweimal umkrystallisiert, den Schmelz- 
punkt 163—164° zeigte. Es konnte als 2- Naphthalinsulto- 
amino-1,1-diphenylathanol(1) identitiziert werden. Ausbeute 
43°/, der Theorie. 


Einwirkung von Naphthalinsulfochlorid auf Glykokollphenyl- 
aminol. 


Zu der Lisung des Aminols wurde in Ather in der iib- 
lichen Weise Naphthalinsulfochlorid in Ather und Natronlauge 
unter kriftigem Riihren eingetragen. Nach Waschen der ab- 
setrennten Atherschicht mit Wasser, Salzsiure, Wasser, Trocknen 
und Verdampfen wurde der Riickstand aus Eisessig und Aceton 
umkrystallisiert. Schmelzp. 163—164°% Léslich in Methyl- 
alkohol, Athylalkohol, Aceton, Essigester, Eisessig, Benzol, 
Chloroform. Unldslich in Ligroin, Wasser. 


Mikro-Pregl. 


4,378 mg Substanz gaben 11,450 mg CO, und 2,160 mg H,0. 
4,370 mg , 11.440mg CO, ,, 2,150 mg H,0. 
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C.,H.,0;NS Ber. C 71,46°/, H 5,21°/, 
Gef. ,, 71,83 71,40 » d,52 5,50 
Mikro-Dumas. 

4,070 mg Substanz gaben 0,125 cem N bei 753 mm, 18°. 

4,190 mg ‘ re 0,128 cem N ,, 753 mm, 18°. 

C,,H,,0,NS Ber. N 3,47°, Gef. N 3,57 3,55°/, 


Umsetzung von Phthalimidoessigester mit Phenylmagnesiumbrom. 


Aus 45 g Brombenzol, 5,5 g Magnesium und 350 ccm 
wasserfreiem Ather wurde das Grignardreagens hergestellt. 
Beim Eintragen von 9,5 g Phthalimidoessigester trat unter 
Autschiumen Reaktion ein. 

Nach +/, Stunde wurden durch EKintragen der Grignard- 
lésung in ein Gemisch von Eis und Kisessig unter lebhaftem 
Umriihren zersetzt. Die Schichten wurden getrennt. Nach 
Abdampfen des Athers wurde der Riickstand der Wasserdampt- 
destillation unterzogen. Als das Destillat klar war (nach etwa 
°/, Stunde), wurde die waBrige Fliissigkeit im Destillationskolben 
abgegossen und der feste Riickstand in Aceton gelést. 

Der gréBte Teil des Acetons wurde abgedampft. Es blieb 
ein Ol zuriick, aus dem nach kurzem Stehen ein Krystallbrei 
austiel, der abgesaugt, auf T'on abgepreBt und aus Benzol um- 
krystallisiert wurde. Ausbeute betrug 2g. Das Produkt mubte 
mehrmals aus Benzol und Aceton umkrystallisiert werden, um 
einen griinen Farbton zu beseitigen. Als Schmelzpunkt wurde 
143—144° ermittelt. 

Mikro-Pregl. 
4,810 mg Substanz gaben 12,300 mg CO, und 2,490 mg H,0. 
C,.H,,;NO, Ber. C 69,24, H 5,65°, 
Gef. ,, 69,74 5 ae 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,600 mg Substanz gaben 0,1824 cem N bei 755 mm, 19°. 
C,,H,,NO, Ber. N 4,46°/, Gef. N 4,60°/, 

Die Elementarzusammensetzung stimmt mit derjenigen 
iiberein, die der Ester der o-Benzoyl-hippursiaure erfordert. 
Die Substanz wurde auch bei Verarbeitung anderer Ansitze 
immer wieder erhalten. 
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Untersuchung der sauren Zersetzungslosung. 


Die von Ather abgetrennte Lisung war, mit viel Wasser 
verdiinnt, beiseite gestellt worden. Ks schieden sich wenig 
schwach gelbe Krystalle aus, die recht scharf bei 131° schmolzen. 
Beim Versuch, sie durch Umkrystallisation zu reinigen, wurde 
nach vergeblicher Anwendung von Aceton und Alkohol in 
Hisessig gelést. Beim Verdiinnen mit Wasser blieb die Lésung 
klar, durch Ammoniak jedoch wurde eine Base ausgefallt, die 
bei 156° schmolz. Durch Umkrystallisation aus Aceton stieg 
der Schmelzpunkt auf 157°. Dieselbe Base leB sich in eben- 
falls geringen Mengen aus der wiBrigen Lisung, die die Sub- 
stanz vom Schmelzp. 131° geliefert hatte, durch Versetzen mit 
Ammoniak gewinnen. Schmelzp. 157°, Mischschmelzp. 157°. 


Aufarbeitung von Mutterlaugen. 

Siimtliche Mutterlaugen der Atherfraktionen von der ersten 
und zweiten Grignardierung wurden in Ather gelést und mit 
Natronlauge ausgeschiittelt. Daraufhin wurde der Ather ab- 
gehoben und die alkalische Lésung mit Salzsiure angesiuert. 
Das ausfallende Produkt I wurde nochmals in Natronlauge 
gelist und mit Salzsiiure ausgeiallt; es zeigte dann den Schmelz- 
punkt 179° und war schwach gelbgefarbt. 

Proben der bei 144° schmelzenden Substanz, die nicht 
ganz rein waren, wurden ebenfalls in Natronlauge unter schwachem 
Erwirmen gelést und mit Salzsiure ausgefallt. Etwa 1g Sub- 
stanz wurde auf diese Art gewonnen, auf Ton gepreBbt und der 
Schmelzpunkt bei 183° ermittelt. Dieses Produkt II wurde 
mit Produkt I gemischt und schmolz nunmehr bei 181°. Da 
also beide Produkte identisch waren, wurden sie gemeinsam in 
der oben erwihnten Weise nochmals umgefalllt und aus Aceton 
umkrystallisiert. 

Die neue Substanz bildet tafelformige Krystalle, die in 
Wasser unléslich, in Aceton und Benzol miibig léslich und in 
Alkohol leicht léslich sind. Schmelzp. 183°. 


Mikro-Pregli. 


4,547 mg Substanz gaben 11,240 mg CO, und 2,060 mg H,O. 
4,338 mg » 10,840mg CO, ,, 2,010 mg H,O. 





a 


AeA eT aE | he SL he ot, 











288 Fritz Bettzieche, Rudolf Menger und Kurt Wolf, 


C,,H,,NO, Ber. C 67,85°/, H 4,64°/, 
Gef. ,, 67,42 68,16 » B06 5,19 


Mikro-Dumas, 


3,305 mg Substanz gaben 0,138 eem N bei 760 mm, 17°. 


2,440 mg - » 0,104 cem N_ ,, 760 mm, 18°. 
CigH,,NO, Ber. N 4,96°/, Gef. N 4,92 4,99°. 


Die BKruttoformel stimmt auf die dem obigen Ester zu- 
grunde liegende o-Benzoylhippursiure. Auf diese Annahme 
stimmt auch der Gehalt an Hydroxylwasserstofi, den wir nach 
Zerewitinotf-Flaschentriger bestimmen. 

14,930 mg Substanz gaben 2,73 eem CH, entspr. 12,63°/, OH. 

12,830 mg »  2380ecm CH, _,, 12,33°/, OH. 


Berechnet sind auf 2 Aguivalent 12,02°/, OH. 





Versuch zur Bestimmung des veresternden Alkohols. 

1,2¢ Substanz wurden in einem kleinen Destillierkélbchen 
mit Natronlauge versetzt und erhitzt. Ks destillierte eine 
schwach alkoholische Flissigkeit tiber, die mit Jodjodkalium- 
lésung und mit Natronlauge bis zur Entfarbung versetzt wurde. 
Nach kurzem Stehen setzte sich ein Niederschlag von gelben 
Jodotormkrystallen zu Boden. Der typische Jodoformgeruch 
war deutlich wahrzunehmen. Der Jodoformniederschlag ward 
abfiltriert und auf Ton gepreBt. Die gelben Krystalle schmolzen 
bei 117—-118° Reines Jodoform schmilzt bei 119° (Misch- 
schmelzp. 117°). Auf Zusatz von Salzsaiure zum fliissigen Destil- 
lationsriickstand fiel die Siiure vom Schmeizp. 183° aus, die 
bei der Verseifung des Esterkérpers erwartet werden mubte. 

Mikrobestimmung der Athoxygruppe nach Zeisel. 

16,750 mg Ester lieferten 11,900 mg AgJ, 13,59°;, OC,H;. 

11,180 mg ,, m 8,090 mg AgJ, 13,89°/, OC,Hs. 

Ber. OCH, 14,14°/, 


Spaltung der Benzoylhippursaure mit konz. Salzsaure. 


0,5¢ Substanz wurden mit 15ccm konz. Salzsiure am 
RiickfluBkihler erhitzt. Unter lebhaftem Aufschiumen trat 
Lésung und Zersetzung ein. Wihrend des 1!/, stiindigen Kochens 
schied sich ein braunes Ol ab, das beim Erkalten zu einer 
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srauen, krystallinen Masse erstarrte und den Rohschmelzp. 99 
bis 101° zeigte. Die Erhitzung wurde fortgesetzt. Nach ins- 
gesamt 4'/, stiindigem Krhitzen wird die Spaltung unterbrochen 
und der beim Erkalten sich abscheidende Niederschlag in Ather 
gelést. Der Ather wurde getrocknet und dann abgedampft, der 
Riickstand, der den Schmelzp. 126—127° zeigte, aus Wasser 
umkrystallisiert. Der Mischschmelzpunkt mit reiner getrock- 
neter Benzoylbenzoesiure lag ebenfalls bei 126—127°. Die 
so gewonnene Benzoylbenzoesiiure wurde bei 100° am Hoch- 


vakuum getrocknet. 
Mikro-Pregl. 


3,838 mg Substanz gaben 10,480 mg CO, und 1,730 mg H,O. 


4,094 mg J ee 11,175 mg CO, ,, 1,620 mg H,O. 
a Ber. C 74,45°/, H 4,45°/, 
Gef. ,, 74,47 74,48 » 4,43 5,04 


Die Spaltung mui auBer Benzoylbenzoesiure noch Glyko- 
koll hefern. 


es) ~ ~—COOH 
| >NH-CH,-COOH —> | | + H,N-CH,-COOH. 
7 sie 7 . 
C,H, OH, 


Die salzsaure, bereits mit Ather extrahierte Lésung wurde 
eingedampft und der Riickstand auf Glykokoll gepriift. Beim 
Kochen mit frisch gefiilltem Kupferhydroxyd fielen auf Zusatz 
von Alkohol tiefblau gefiirbte Krystalle, anscheinend Glykokoll- 
kupfer aus. 

Um das Glykokoll genauer zu identifizieren, wurden noch- 
mals 0.5g Substanz 2 Stunden lang mit 20ccm konzentrierter 
Salzsiure am RiickfluBkiihler gespalten. Nach dem Erkalten 


wurde wieder ausgeiithert. Die salzsaure Lésung wurde auf 


dem Wasserbade eingedampft, wobei sich gelbe Krystalle vom 
Glykokollchlorhydrat abschieden, die auf T'on abgepreBt, aus 
Wasser umkrystallisiert und nach Trocknen bei 100° am Hoch- 
vakuum analysiert wurden. 


Glykokolinachweis als Esterchlorhydrat. 
Kine Portion (wenige Milligramm) des eingedampften salz- 
sauren Riickstandes vom vorigen Versuch ward in Salzsiure 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 19 


OI NO ta NE eas AS al lao SU ee 








9900 = Fritz Bettzieche, Rudolf Menger und Kurt Wolf, 


gesiittigtem absoluten Alkohol gelést, kurze Zeit schwach er- 
wiirmt und etwas Ather zugefiigt. Nach 24 stiindigem Stehen 
schieden sich rein weife Krystallnadeln ab, die, auf Ton ab- 
gepreBt, den Schmelzp. 144° und den Mischschmelzpunkt mit 
Glykokollesterchlorhydrat 144° zeigten. Die Identitit des Spal. 
tungsproduktes mit Glykokoll diirfte damit hinreichend er- 
wiesen sein. 


Langere Grignardierung von Phthalimidoessigester, 


Sie wurde unternommen, um den bei der ersten Grignar- 
dierung erhaltenen Kérper vom Schmelzp. 233° wiederzugewinnen 
und den Hinfiu®B der Dauer auf das Verhiltnis der Ausbeuten 
an Ester und Base zu studieren. 

Zu diesem Zwecke wurde zunichst in der bisherigen 
Weise das Grignardreagens aus 6 g Magnesium, 47 g Brom- 
benzol und 300 ccm Ather bereitet, 10 g Phthalimidoessigester 
in Portionen zugegeben und nunmehr 3 Stunden lang auf dem 
Wasserbade erhitzt, bis sich die Atherlisung zusehends dunkler 
firbte und zuletzt sogar einen schwarzen Rand an der Kolben- 
wandung schied. Dann wurde abgebrochen und mit Eis und 
Kisessig zersetzt. Hierbei wurden etwas graugriine Massen 
beobachtet, die nur schwer mit Eisessig zersetzt werden 
konnten. 

Die itherische Lisung wurde abgetrennt, der Ather 
verjagt und der Riickstand 1 Stunde lang der Wasserdampt- 
destillation unterworfen, bis nur noch reines Wasser iiber- 
destillierte. Der im Destillationskolben verbliebene wasser- 
unlésliche Riickstand wurde in Aceton gelést; im Eisschrank 
schieden sich nach mehrtigigem Stehen einige Milligramm 
griinlichgelbe Krystalle ab, die roh bei 191—195° schmolzen (?.. 
Die Mutterlauge wurde abgedampft, der Riickstand in Ather 
gelist. Die sich hieraus abscheidenden Krystalle (etwa 0,5 g 
erwiesen sich als der bei 143° schmelzende o-Benzoylhippur- 
siureester. 


Darauthin wurde die essigsaure Zersetzungslésung 
mit Ammonchlorid und Ammoniak versetzt und dadurch eine 
eroBe Menge rotflockiger Substanz ausgefillt. Der wiiBrige 
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Riickstand im Wasserdampfdestillationskolben wurden ebenfalls 
ammoniakalisch gemacht und lieferte eine weitere Portion. 
Beide Portionen wurden gemeinsam aus Aceton umkrystalli- 
siert, Schmelzp. 156—157°, und am Hochvakuum bei 100° bis 
zur Gewichtskonstanz zur Analyse getrocknet. 


Mikro-Pregl. 


4,340 mg Substanz gaben 12,680 mg CO, und 2,360 mg H,O. 


4,506 mg . »  13,240mg CO, ,, 2,430 mg H,0. 
C,,H,30,N Ber. C 79,80°, H 5,56 °/, 
Gef. ,, 79,60 80,15 5, 6,08 6,18 


Mikro-Dumas. 
3,960 mg Substanz gaben 0,112 cem N bei 758 mm, 2 
4,259 mg ts » 0,119 ecem N,, 758 mm, 2 
C.,H,,0,N Ber. N 3,82°, Gef. N 3,28 3,23 


Das Molekulargewicht dieses Kérpers wurde in Benzol 
nach der Gefrierpunktsmethode bestimmt. Der theoretische 
Wert fiir C,,H,,0,N liegt bei 421. Gefunden wurde: 

















Benzol g Substanz g Gofrierp.- Konstante E| Mol.-Gew. 
Erniedr. ° 

15,510 0,4647 0,375 0,0 443 

14,600 0,4131 0,349 5,0 436 

14,600 0,4647 0,390 5,0 401 





Mittelwert 427 


Analyse und Molekulargewicht zwingen zu der Annahme, 


da nunmehr das Grignardreagens auch die Kstergruppe des 


Phthalylglykokollesters angegriffen hat. 
Der so zu erwartende Korper, das 2-0-Benzoyl-benzoyl- 
amino-1,1-diphenyl-iithanol(i), kann indes wegen seiner basi- 
schen Eigenschaften nicht vorliegen, sondern ein Isomeres 
(mégliche Formulierung s. 8. 272, Il), ein Oxazolin, das sich aus 
dem urspriinglichen Acylaminol leicht bildet. Das primire 
Acylaminol glauben wir in jenem bei 131° scharf schmelzenden, 
schwach gelben Kérper in Hainden gehabt zu haben, der beim 
Versuch einer Umkrystallisation in die Base iiberging. 
19* 
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Wir haben daher versucht, ihn aus der Base darzustellen, 
indem wir diese in der gerade nétigen Menge Hisessig loésten, dann 
stark verdiinnten und stehen lieBen. Die Lésung blieb unverindert. 

In einem zweiten Versuch wurde die stark verdiinnte 
essigsaure Liésung der Base 4 Stunden auf dem Wasserbade 
erhitzt. Ks schied sich ein gelbbraunes Harz aus, das fest 
wurde und dann unscharf bei 115—120° schmolz. Wir ver- 
suchten vergeblich, es aus den verschiedensten Liésungsmitteln 
umzukrystallisieren. Keim Lésen in Eisessig ging es in die 
Base iiber, die beim Ausfillen mit Ammoniak sofort schmelz- 
punktsrein (156—157°) zu erhalten war, ein Beweis, daB che- 
mische Umwandlung vorlag. 


Uberfiihrung des Esters in die Base durch Grignardierung. 

Aus 200 cem Ather, 6,5 g Magnesium und 40 g Brom- 
benzol wurde das Grignardreagens bereitet. Daraufhin wurden 
5g Ester in kleinen Portionen zugegeben, wobei sich _all- 
mithlich eine Rotfiirbung durch ausfallende rote Flocken be- 
merkbar machte. Nach 3/,stiindigem Erhitzen aut dem Wasser- 
bade wurde abgebrochen und mit Eis und Eisessig zersetzt. 
Die Zersetzung erfolgte unter lebhaftem Aufschiumen und 
Farbumschlag von Rot zu Gelbgriin. Die Atherlésung wurde 
wie iiblich mit Natriumcarbonat und mit Wasser gewaschen, 
der AtheriiberschuB abgedampft. Der Riickstand wurde eine 
Stunde lang der Wasserdampfdestillation unterworfen und nach 
dem Erkalten das zuriickbleibende braune Ol in Aceton gelést. 
Nach lingerem Stehen in der Eiskiste fielen 1,5 g unveriinderter 
K’ster aus. Die wiiBrige Lisung im Wasserdampfdestillations- 
kolben und die essigsaure Zersetzungslésung wurden mit 
NH,Cl + NH, versetzt, worauf sich sofort flockig etwa 2—3 g 
einer Rosasubstanz abschieden, die sich nach dem Um- 
krystallisieren aus Aceton als die Base erwies. Mischschmelz- 
punkt mit der in Versuchen erhaltenen Base unverindert 156°. 


Spaltungsversuche der Base zur Strukturbestimmung. 


0,5 g reine Substanz wurden mit 50 ccm konzentrierter 
Salzsiiure versetzt. Nach 1%/, stiindigem Kochen schieden sich 
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beim Hirkalten krystalline Massen ab. Schmelzp. 53°. Nach 
weiterem 11/, stiindigen KKochen wurde der Versuch abgebrochen 
und die Lisung ausgeathert. Der Ather verdampfte, ohne 
einen nennenswerten Niickstand zu hinterlassen, die Salzsiure- 
lésung wurde mit Ammoniak versetzt. Hierbei schied sich der 
Ausgangskérper wieder ab. Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
waren unverindert. Es war also zwetiellos in dem 53°-Kérper 
nur ein Chlorhydrat entstanden. 

Um dieses Chlorhydrat zu gewinnen, wurden nochmals 
0,5 g Base mit 30 ccm konzentrierter Salzsiure erwirmt, wo- 
bei sofort vollstiindige Lésung eintrat. Die beim Erkalten 
ausfallenden Krystalle wurden abgesaugt, zuniichst aus Salz- 
siure und dann aus Aceton umkrystallisiert. Die bei 53 bis 
54° schmelzenden weiben Krystalle wurden am Hochvakuum 
getrocknet. 

Mikro-Pregl. 


4,746 mg Substanz gaben 12,570 mg CO, und 2,360 mg H,0O. 


4,802 mg fe , 12,840 mg CO, ,, 2,420 mg H,O. 
Cy, H,,0,NC1 Ber. C 73,36 °/, H 5.32%, 
Gef. C 72,22 72,29 H 5,56 5,64 


Mikro-Dumas. 


6,100 mg Substanz gaben 0,169 cem N bei 734 mm, 22°. 


4,440 mg ‘s , 0,129cem N ,, 752 mm, 20° 
C,,H,,0,NCl Ber. N 3,05°/, Gef. N 3,10 3,35°/, 


Ks wurde auch versucht, den Kérper durch Erhitzen mit 
Alkali zu spalten. Zu diesem Zwecke wurden 0,5 g Substanz 
nut 100 ccm konzentrierter Natronlauge 10 Stunden lang am 
RiickfluBkiihler erhitzt. Nach dem Erkalten wurde jedoch der 
Kérper unveriindert zuriickerhalten. 

Verhalten gegen Schwefelsiure. Etwa 0,2 g Base 
wurden in konzentrierter H,SO, gelést (Griinfarbung), nach 
'/, Stunde wurde in Wasser gegossen. Hierbei trat eine 
milchige weiBe Triibung auf, die alsbald wieder verschwand. 
Auf Zusatz von Alkali fiel die Base unveriindert wieder aus. 

Erhitzen mit konzentrierter Salzsiure im Bomben- 
rohr, 0,5 g Substanz wurden mit 15 ccm konzentrierter Salz- 
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siure im Einschmeizrohr 2 Stunden lang auf 165—170° erhitzt. 
Beim Erkalten schieden sich feine Krystallnidelchen ab, die 
aus Aceton erst auf Zusatz von Salzséure umkrystallisiert 
werden konnten. Der Schmelzpunkt lag bei 152°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Ausgangsmaterial schwankte zwischen 
110 und 140° Die Beilsteinprobe war stark positiv, es han- 
delte sich also wiederum um ein Chlorhydrat. Dieses neue 
Chlorhydrat wurde zur Analyse nochmals aus Salzsaure um- 
krystallisiert und im Toluolbade am Hochvakuum getrocknet. 


Mikro-Pregl. 
4,805 ig Substanz gaben 12,850 mg CO, und 2,610 mg H,O. 


4,160 mg “ »  11,060mg CO, ,, 2,300 mg H,O. 
C,,H,,0,NCl Ber. C 73,36°/, H 5,33, 
Gef. 72,88 72,51 6,07 6,18 


Mikro-Dumas. 
3,930 mg Substanz gaben 0,103 com N bei 754 mm, 17°. 
C,,H,,0,NCl Ber. N 3,05°/, Gef. N 3,02°/, 


Das bei 54° schmelzende Chlorhydrat ist also isomer mit 
dem in der Bombe gewonnenen Chlorhydrat, das bei 152° 
schmilzt. Der Unterschied mu8 strukturell begriindet sein. 

Um das neue Chlorhydrat eventuell doch aufzuspalten, 
wurden nochmals 0,5 g Base im Bombenrohr mit Salzsiure 
eingeschmoizen und 4 Stunden auf 220—25U° erhitzt. Nach 
dem Abkithlen hatten sich wieder einige nadelférmige Krystalle 
abgeschieden; auBerdem hatte sich bereits ein dunkelbraunes 
Harz gebildet, ein Zeichen, da die 'Temperatur nicht mehr 
steigerungsiihig ist, ohne eine véllige Verharzung der Substanz 
im Rohr zu bekommen. UDie krystalline Substanz schmolz 
wiederum bei 152° und war mit dem Produkt der ersten 


Bombe identisch. (Mischschmelzp. 152°) 

Versetzt man das salzsaure Filtrat des zweiten Chlor- 
hydrates mit Ammoniak, so fallt in weiben Flocken eine Base 
aus, die auf ‘l'on abgepreBt sehr unrein schmilzt. Diese neue 
Base ist in Alkohol sehr leicht léslich. Ibre Reindarstellung 
gelang noch nicht. 
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Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Glycylalanin- 


esterchlorhydrat. 
H,N-CH,-CO-NH-CH-COOC,H, 
HCl i 
CH, 
aye ; /GoHs 
—> H,N-.CH,-CO-NH-CH——C¢ 
ie. | C,H; 
CH, OH 
Aus 9,1 g Magnesium und 60 ¢ Brombenzol wurde in 





300 com Ather das Grignardreagens bereitet. Darauf wurden 
portionsweise 8,1 g Kster eingetragen und noch 1 Stunde am 
RiickfluB erhitzt. Zersetzung mit eisgekiihlter verdiinnter 
Salzsiure; die Schichten wurden getrennt und aus der salz- 
sauren Loésung das Rohaminol mit Ammoniak gefallt. Ks 
wurde je einmal aus Benzol—Ligroin und Alkohol—Wasser 
umkrystallisiert. Schmelzp. 186,5—187°. Léslich in Alkohol, 
Essigester, Chloroform, Benzol, Aceton, schwer ldslich in 
Ather, Ligroin, Wasser. 


Mikro-Pregl. 
4,470 mg Substanz gaben 11,670 mg CO, und 2,870 mg H,O. 


4,208 mg ‘“ »  10,980mg CO, ,, 2,750 mg H,O. 
C.,H.,0,N, Ber. C 71.8%, H 7,0°/, 
Gef. 71,2 71,2 7,2 7,8 





Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,325 mg Substanz gaben 0,361 cem N bei 750 mm, 21°. 
3,280 mg ‘ »  0,280cem N ,, 740 mm, 21°, 


Ber. N 9,9°, Gef. N 9,6 9,7°/, 


Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Glycylalanin- 
esterchlorhydrat. 


H,N—CH,—CO—NH—CH—COOC,H, 


| | 
HCl CH, 


OHCs 
> H,N—CH,—-CO—NE—CH——C¢ ; 
CH,C,H; 

CH, OH 


Aus 8,7 g Magnesiumspiinen und 68,5 g Benzylbromid, 
4,2 g Esterchlorhydrat; 1 Stunde gekocht. Nach Zersetzung 
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mit verdiinnter Salzsiure wurde stark ausgeiithert und die 
abgetrennte wabrige Schicht mit Ammoniak versetzt. Das 
hierdurch in Freiheit gesetzte Aminol wurde ausgeithert, der 
Ather verdampft: es blieb ein braunes Ol zuriick, das mit 
Alkohol aufgenommen wurde. Durch stufenweises Verdiinne: 
mit Wasser wurde das Aminol analysenrein abgeschieden. 
Schmelzp. 107,5°  Lislich in Methylalkohol, Athylalkohol., 
Ather, Aceton, Essigester, Benzol, Chloroform, miig erwirmten 
Wasser. Unldslich in Ligroin. 


Mikro-Pregl. 
4,662 mg Substanz gaben 12,530 mg CO, und 3,280 mg H,0O. 


5,095 mg ra » 13,680 mg CO, ,, 3,660 mg H,O. 
C,,H,,0,N, Ber. C 73,08°/, H 7,69, 
Gef. ., 73,30 73,22 , 1,87 8,04 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,760 mg Substanz gaben 0,371 cem N bei 745 mm, 19°. 
4,810 mg " »  0,37T7cem N ,, 745 mm, 19°. 
C,,H,0.N, Ber. N 8,97°%, Gef. N 8,94 899°) 


Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Benzoylglycyl- 





alaninester. 
CH, 
| 
C,H,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH-COOC,H, 
CH, 
e | / olds 
-———»  ©.H,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH—C- 
| \C.Hs 
OH 


Aus 2 g Magnesium, 16 g Brombenzol in 200 ccm Ather, 
2,8 g des Esters bei 1 stiindigem Kochen; es wurde mit eis- 
gekiihlter verdiinnter Salzsiure zersetzt, die Schichten getrennt, 
der Atherriickstand der Wasserdampfdestillation unterworten. 
Der Riickstand wurde dann je zweimal aus Aceton und Kis- 
essig umkrystallisiert. Schmelzp. 187,5--188°.  Ausbeute 
2,38 g = 61°/, der Theorie. Léslich in Alkohol, Chloroform, 
Kssigester, Benzol, Aceton, schwer léslich in Ather, unldslich 
in Ligroin und Wasser. 
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Mikro-Pregl. 


4,000 mg Substanz gaben 10,890 mg CO, und 2,297 mg H,0. 


= 
4,168 ing a ‘i 11,326 mg CO, ,, 2,396 mg H,O. 
C..8.,0,N. Ber. C 74,22°/, H 6,19°%, 
Gef. ,, 74,24 74,12 ., 6,40 6,43 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,109 mg Substanz gaben 0,260 cen N bei 757 mm, 18°. 


» tot mm, 18°. 


4,168 mg w » 0,261 cem N 
C.,H,,03,N. Ber. N 17,22°/, Gef. N 7,36 17,30°/, 


Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Benzoylglycyl- 
alaninester. 
CH, 
C,H,:-CO-NH-CH,-CO-NH.- CH—COOCH, 
CH, 
| /CH,+ C,H; 
—> C,H,-CO-NH-CH,-CO-NH:-CH—Cc 
| \CH,- C,H, 
OH 
Aus 0,7 g Magnesium, 5,5 g Benzylbromid in 50 ccm Ather, 
0,6 g Peptidester bei 1 stiindigem Kochen. Aufarbeitung wie 
oben. Bei der Wasserdampfdestillation wurde mehrmals 
Alkohol zugesetzt. Der Riickstand wurde 2 mal aus Aceton 
und Kisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 183°. Léslich in 
Alkohol, Aceton, Essigester, Chloroform, Benzol, schwer léslich 
in Ather, unldslich in Ligroin und Wasser. Der Mischschmelz- 
punkt mit einem analysierten Praparat, das durch Benzoylie- 
rung des Glycylalaninbenzylaminols dargestellt worden (s. u.), 
zeigte keine Depression. 


Mikro-Pregl. 


5,020 mg Substanz gaben 13,801 mg CO, und 3,190 mg H,0. 
4,378 mg “ » 12,049 mg CO, ,, 2,772 mg H,O. 


Gef. ,, 75,01 75,08  ., 7,08 17,08 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
3,524 mg Substanz gaben 0,209 cem N bei 743 mm, 21°. 
3,970 mg ee ,» 0,232 cem N ,, 755 mm, 21° 
CygH,0,N, Ber. N 6,73°/, Gef. N 6,74 6,76, 
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Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Benzoylglycyl- 
phenylaminoessigsaureester. 


C,H, 
| 
C,H,;-CO.NH-CH,-CO-NH-CH—COOC,H, 
C,H, 

, _/oolls 
——r (C,H;-CO-NH-CH,-CO-NH-CH—-C¢ . 
| ‘CoH; 

OH 


Hergestellt aus 1,i g Magnesiumspinen und 8 g Brom- 
benzol in 150 com Ather mit 1,9 g Ester wie oben. Nach der 
Wasserdampfdestillation hinterblieb ein zihes Harz, aus dem 
durch Umkrystallisation aus Aceton und Alkohol Krystalle 
vom Schmelzp. 213,5—214° gewonnen wurden. Sie sind mabig 
léslich in Chloroform, Essigester, Aceton und Alkohol, schwer 
léslich in Benzol, sehr schwer in Ather, unldslich in Ligroin 
Die Analyse stimmte auf das erwartete 2-Benzoyl-glycyl-amino- 
2-phenyl-1, 1-diphenylathanol (1). 


Mikro-Pregl. 
4,240 mg Substanz gaben 11,980 mg CO, und 2,250 mg H,O. 


4,422 mg = » 12,500 mg CO, ., 2,270 mg H,O. 
Coleg O.N, Ber. C 17,83°/, H 5,82°/,. 
Gef. ,, 77,06 77,09 5,94 5,74 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
3,990 mg Substanz gaben 0,211 ccm N bei 763 mm, 16°. 
3,685 m » 0,193 cem N ,, 763mm, 16° 
Ber. N 6,22 °/, Gef. N 6,25 6,21°/, 


Kinwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Benzoylglycyl- 
phenylaminoessigester. 


C,H, 
j 
C,H,CO-NH-CH,-CO-NH-CH-COOC,H, 

C,H, 
| CH,-C,H 
—-» (.H,-CO-NH-CH,+CO-NH-CH—CY ~* “*"* 
- ; ; \CH,- C,H, 

OH 


Aus 7g Magnesium und 55g Benzylbromid wurde in 
200ccm Ather das Grignardreagens bereitet. Darauf wurden 
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6,6 g Peptidester, in absolutem Benzol gelést, langsam zugetropft. 
Nach 1stiindigem Kochen wurde mit Salzsiiure zersetzt. Ks 
fiel eine weibe Substanz. Sie wurde dreimal aus Benzol um- 
krystallisiert. Schmelzpunkt trocken, nach langerem Verweilen 
im Exsiccator: 147—148°. Gegen 175° erstarrte die Schmelze 
wieder und schmilzt dann bei 187,5—188° Denseiben Schmelz- 
punkt direkt zeigt die neue Substanz nach lingerem Verweilen 
im Hochvakuum bei 110°, wobei sie allerdings am Gewicht 
nicht abnimmt. Auch werden bei der Analyse beider Kérper 
iibereinstimmende Werte erhalten. Zweifellos handelt es sich 
um elne intramolekulare Umlagerung. Gegen Siure und Alkali 
zeigen sich jedoch keine Unterschiede. 

Die Analysen stimmen aut das benzoyl - glycyl - phenyl- 
amino-essigsiiure-benzyl-aminol (2-benzoyl-glycyl-amino- 2 -phe- 
nyl-1, 1-dibenzylithanol (1). 


Substanz 1 (im Exsiccator bei Zimmertemperatur getrocknet): 
Mikro-Pregl. 

3,970 mg Substanz gaben 11,340 mg CO, und 2,330 mg H,O. 
4,838 mg a 5 13,820 mg CO, ,, 2,740 mg H,O. 
Gef. UC 77,90, 77,84 °/5 H 6,42 6,34°/. 
Mikro-Dumas nach Pregl. 

3,780 mg Substanz gaben 0,194 cem N bei 757 mm, 22°. 
3,830 mg Re » 0,202 cem N ,, 757 mm, 22°. 
Gef. N 5,92 5,93, 
Substanz 2 im Hochvakuum bei 110° getrocknet: 
Mikro-Pregl. 
4,198 mg Substanz gaben 11,940 mg CO, und 2,420 mg H,O. 


4,734 mg ‘ » 18,510 mg CO, ,, 2,710 mg H,O. 
C4.,.0,N, Ber. C 717,82°/, H 6,33°/, 
Gef. ,, 77,57 77,83 , 6,45 6,40 


Mikro-Dumas nach Pregl. 


3,970 mg Substanz gaben 0,208 com N bei 757 mm, 22° 
4,180 mg »  0,216cem N ,, 757 mm, 22° 
Ber. N_ 5,86°/, Gef. N 6,03 5,96°/, 


Die itherische Lésung der Zersetzung des Grignardreak- 
tionsgemisches muBte aufer Benzylbromid, Toluol und Dibenzyl 
noch mehr oder weniger betrachtliche Mengen 2-Benzoylglycyl- 
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aminol-2-phenyl-1,1-dibenzylithanol(1) enthalten. Sie wurde 
mit Wasser, Salzsiure, Wasser, Soda, Wasser gewaschen und 
auf dem Wasserbad abgedampft. Es hinterblieb ein dunkles 
Ol, das der Wasserdampfdestillation unterworfen wurde. Nac: 
Verfliichtigung eines Teiles des Toluols, Benzylbromids und 
Dibenzyls wurde das Produkt harzig und infolgedessen mit 
Wasserdampf nichts mehr abgetrieben. Diese Konsistenz hin- 
dert derart, daB bisweilen der Gehalt an Dibenzyl 60°/, be- 
triigt. ZweckmiBbig erwies sich wiederholte Lésung durch Zu- 
satz von Alkohol, wodurch schlieBlich alles Dibenzyl abdestil- 
liert werden konnte. Durch die lange Wasserdamptdestillation 
war in geringem MaBe Spaltung eingetreten. Daher wurde der 
harzige Kolbenriickstand in Ather aufgenommen, der Ather mit 
Wasser, Salzsiiure, Wasser, Soda, Wasser gewaschen und in 
der Salzsiurelésung auf 2-Phenyl-2-amino-1,1-dibenzylithanol, 
in der Sodalésung auf Benzoesiure und Hippursiure gefahndet. 
Die iiberstehende Fliissigkeit im Wasserdestillationskolben wurde 
ebenfalls auf diese Produkte gepriift durch saures und alkali- 
sches Ausiithern usw. In der Tat konnten so geringe Mengen 
Benzoesiiure und Aminoalkohol isoliert werden, identifiziert 
durch Mischschmelzpunkt und Analyse. 

Andere Spaltprodukte konnten sich noch im Ather be- 
finden. Dieser ergab beim Abdampfen ein Harz, das durch 
Umkrystallisieren aus Eisessig noch etwas 2-Benzylglycylamino- 
2-phenyl-1, 1-dibenzyl-iithanol-1 ergab. 

















Uber das Sapogenin der Quillajasiure. 
Von 


A. Windaus, F. Hampe und H. Rabe. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universititslaboratorium Gdttingen,) 


Der Redaktion zugegangen am 15. September 1926.) 
bo] i 


In einigen friiheren Arbeiten’) tiber Saponine aus dem 
hiesigen Laboratorium ist nachgewiesen worden, dab zwei 
neutrale Sapogenine, das Gitogenin und das Digitogenin 
in ihrem Aufbau den Sterinen nahe verwandt sind. Wir 
haben uns nunmehr der Untersuchung eines sauren Sapo- 
senins zugewendet, um zu priifen, ob es, wie wir vermuteten, 
nahe Beziehungen zu den (sallensiuren zeigen wiirde. Als 
leicht zugingliches Ausgangsmaterial haben wir das Saponin 
der Quillajarinde, die Quillajasiure, gewihlt; diese ist 
schon mehrmals der Gegenstand einer chemischen Unter- 
suchung gewesen; sie liBt sich, wie auch andere saure Sapo- 
nine, stufenweise hydrolytisch zerlegen, zuniichst entsteht noch 
ein zuckerhaltiges Prosapogenin und bei weiterer energischer 
Spaltung ein zuckerfreies Endsapogenin.’) 

Das bei vorsichtiger Spaltung gebildete Prosapogenin 
haben wir iiber ein schén krystallisiertes Kaliumsalz gereinigt 
und dann aus Aceton und Essigester umkrystallisiert. Es 
bildet schneeweiBe Nadeln, die bei 206—207° unter Zersetzung 
schmelzen. Die Analyse liefert 62,65°/, C, 8.87°/, H und die 
Titration ein Aquivalentgewicht von 333. Bei der Einwirkung 


1) Diese Zs. Bd. 121, S. 62 (1922); Bd. 143, S. 83 (1925); Bd. 147, 
S. 275 (1925); Bd. 150, S. 205 (1925); Bd. 151, S. 86 (1926). 

?) Stiitz, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 218, S. 231 (1883); Hoff- 
mann, Chem. Ber. Bd. 36, S. 2734 (1903); Brandl, Arch. fiir exper. 
Pathol. Bd. 54, S. 258 (1906). 
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von Hydroxylamin bildet sich ein krystallisiertes Oxim, das 
2,27°/, Stickstoff enthilt. 

Aus diesen Zahlen, sowie aus der weiteren Spaltung des 
Prosapogenins folgt mit groBer Wahrscheinlichkeit, daB dieses 
eine zweibasische Siure von der Formel C,,H,.0,, darstellt: 
fiir eine solche berechnen sich 62,83°/, C, 8,45°/, H und ein 
Aquivalentgewicht von 334. Fir das Oxim einer Siiure 
C,,H..0,, berechnet sich ein Stickstoffgehalt von 2,11°/,. 

Bei der Zersetzung des Prosapogenins mit konzeutrierter 
Salzsiure liefert es 1 Mol. Furfurol und 1 Mol. Kohlen- 
dioxyd. Vermutlich enthailt das Prosapogenin also Glucuron- 
siure oder Galakturonsiure. 

Das Endsapogenin, das bei energischer Spaltung ent- 
steht, krystallisiert nach der Reinigung iiber ein Kaliumsalz 
sehr schén; es schmilzt bei 294° unter Zersetzung und stellt 
eine einbasische Siure dar, der die Formel C,,H,,O, zukommt. 
Fiir diese Formel berechnen sich 73,36°/, C, 9,78°/, H und 
ein Aquivalentgewicht von 474, wihrend 73,26°/, C, 9,72°/, H 
und ein Aquivalentgewicht von 480 gefunden wurden. Die 
Spaltung des Prosapongenins verliuft vermutlich nach folgen- 


der Gleichung: 
Cy5H5,019 - CoH 49; ~ C,H, 9, 
(C3;H540,, + H,0) _ C.9H4,05 + C,H, 0; . 


Aus dem Endsapogenin haben wir eine Anzahl Derivate 
dargestellt, die die angenommene Formel C,,H,,0, bestiitigen. 
So liefert das Endsapogenin einen sehr schén krystallisierten 
Monomethylester, der bei 225° schmilzt und bei der Analyse 
auf die lormel C,.H,.O, passende Kohlenstoff-, Wasserstoff- 
und Methoxylwerte hefert. Ferner gibt das Sapogenin ein 
gut krystallisiertes Monoxim von der Formel ©,,H,,O,N und 
ebenso ein leicht verseifbares Diacetylderivat. 

Kine Doppelbindung ist in dem Sapogenin nicht nach- 
weisbar, beim Kochen mit verdiinnter Kalilauge wird es ver- 
iindert, von Salpetersiiure wird es leicht oxydiert; das dabei 
entstehende, krystallisierte Reaktionsprodukt scheint die Forme! 


C,,H..N,O,, zu besitzen und eine Trinitrodicarbonsiure zu 


sein, die keine Hydroxyl- oder Ketogruppe mehr enthilt. 
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Aus den mitgeteilten Tatsachen ergibt sich, daB das End- 
sapogenin der Quillajasiiure eine Dioxy-oxo-carbonsdure 
von der Formel ©,,H,,O0, darstellt; der Kohlenwasserstoff, der 
ihr entspricht, hat dann die Formel C,,H,, und muB in seinem 
Molekiil fiinf hydrierte Ringe enthalten. 

Das Sapogenin der Quillajasiiure steht also den Gallen- 
siuren nicht so nahe, wie wir es vermutet hatten, es enthilt 
einen Ring und 5 Kohlenstoffatome mehr als diese; es kann 
also nicht wie die Gallensiuren das Abbauprodukt eines typi- 
schen Sterins C,,H,,O sein. 

Die in den letzten Jahren bekannt gewordenen Endsapo- 
geninsiuren upterscheiden sich wesentlich von den Gallen- 
siiuren, scheinen untereinander aber chemisch nahe verwandt 
zu sein. Hierher gehdéren: | 

Hederagenin}), ©,,H,,O,, eine Dioxy-monocarbonsiure, 

Quillajaendsapogenin, C,,H,,O,, eine Dioxy-oxo-mono- 
carbonsiure, 

Albsapogenin’), ©,,H,,O,, eine Oxy-oxo-monocarbon- 
siure, 

Araligenin’), C,,H,,0O,, eine Oxy-monocarbonsiure. 

Zu diesen Stoffen zihlt van der Haar auch noch das 

Urson‘), C,,H,,0,, eime Oxy-monocarbonsiure, die nicht 
als Glykosid, sondern im freien Zustand im Pflanzenreich vor- 
kommt. 

Prosapogenin. 

100 g mehrmals umgefilltes Saponin Sthamer wurden 
in 1000 ccem Wasser gelést, die Lésung wurde nach Zusatz 
von 40 ccm konzentrierter Schwefelsiure 2 Stunden im ge- 
sittigten Kochsalzbade erwarmt; das sich abscheidende Pro- 
sapogenin wurde abfiltriert, ausgewaschen, in Alkohol gelést, 
die Lésung mit Tierkohle bis zur Entfarbung gekocht und dann 


1) vy. d. Haar, Chem. Ber. Bd. 54, S. 3142 (1922); Chem. Zbl. 1925, 
U, 8. 570, 571. 

*) Karrer, Fioroni, Widmer u. Lier, Helvet. Chim. Acta 
Bd. 7, S. 781 (1924). 

8) vy. d. Haar, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3041 (1922). 

4) y.d. Haar, Chem. Zbl. 1924, I, 8. 2879. 
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eingeengt. Das so erhaltene, oft noch gallertige Rohprodukt 
wurde mehrmals aus Kssigester oder Aceton umkrystallisiert. 
Zur Reinigung eignet sich auch das in Wasser loésliche, in 
Alkohol fast unlésliche Kaliumsalz, das in schénen mehrere 
Millimeter langen Nadeln krystallisiert. Aus dem Kaliumsalz 
wurde das Prosapogenin mit verdiinnter wiBriger Salzsiiure 
ausgefiillt, in Ather aufgenommen und aus Aceton umkrystalli- 
siert. Es bildet kleine Nidelchen, die bei 206—207° unter 
Zersetzung schmelzen. 
2,976 mg Substanz gaben 6,829 mg CO,, 2,387 mg H,0O. 
2,997 mg ss 5, 6,884 mg CO,, 2,346 mg H,O. 
C,;H-.0,, Ber. C 62,83°, H 8,45°/, 
Gef. C 62,62 62,68 H 8,97 8,76 
Titration: 5,229 mg Substanz verbrauchten 0,354 ecm 0,0445 n-Lauge 
7,570 mg - . 0,515 cem 0,0445 ” 
Aquivalentgewicht: — - aes Ber. 334 Gef. 332, 334. 
Bestimmung des Furfurols und des Kohlendioxyds nach 
Lefévre.') 

0,1053 g Prosapogenin gaben 0,0083 g Furfurolphloro- 
glucid; dies entspricht 0,0249 g Glucuronsiurelacton. 

Fiir 1 Mol. Glucuronsaurelacton, das aus 1 Mol. C,.H,.0,, 
abgespalten wird, berechnen sich 26,33°/,, wahrend 23,65°/, 
gefunden wurden. 

0,2385 g Substanz spalteten 0,01536 g CO, ab. 

Fiir 1 Mol. CO, ber. 6,58°/,, gef. 6,44 °/). 

Das in der iiblichen Weise bereitete Oxim des Pro- 
sapogenins krystallisiert in rosettenférmig angeordneten 
Nidelchen und schmilzt bei 258°. 

7,696 ng Substanz gaben 0,156 cem N, (726 mm, 18°). 

C,,H.0,.N Ber. N 2,05°/, Gef. N 2,279). 


35 


Endsapogenin. 
60 g Saponin Sthamer werden in 140 com Wasser ge- 
list, die Lisung wird mit 2,2 ccm konzentrierter Schwefelsiure 


') Diss. Géttingen 1907 u. v. d. Haar, Monosaceharide u. Aldehyd- 
siuren §. 72 (1920). 
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versetzt und 38 Stunden im Autoklaven bei 140—145° ge- 
spalten. Nach dem Erkalten wird der feinkrystallisierte, braune 
Niederschlag (etwa 18 g) abfiltriert, vollstiindig ausgewaschen, 
getrocknet, in eine Hiilse gebracht und mit Ather extrahiert. 
Der nach dem Verdampfen des Athers verbleibende Riickstand 
wird in Alkohol gelést, die Lésung mit Tierkohle behandelt, 
filtriert, eingeengt und mit Wasser versetzt. Hierbei fillt ein 
weiBes, krystallisiertes Material aus, das aber noch keinen ein- 
heitlichen Stoff darstellt. Zur vollstiindigen Reindarstellung 
des Sapogenins lést man dieses Rohprodukt in Aceton und 
versetzt die Lésung mit Aceton, das etwas Kalilauge gelést 
enthalt; es fillt ein Kalisalz aus, das sofort abfiltriert und in 
Wasser gelést wird; dann siuert man die Liésung mit ver- 
diinnter Schwefelsiure an, nimmt das organische Material mit 
Ather auf, dampft den Ather ab und krystallisiert den Riick- 
stand aus verdiinntem Alkohol. Man erhalt so schéne, farb- 
lose Nadeln, die bei 294° unter Zersetzung schmelzen; sie 
sind léslich in Alkohol, Eisessig und Essigiither. 
3,098 mg Substanz gaben 8,314 mg CO,, 2,676 mg H,O. 


2,787 mg ‘s » 1,498 mg CO,, 2,455 mg H,0. 
2,806 mg ‘a »  1,92Tmg CO,, 2,436 mg H,O. 
2,867 mg is » 7,691 mg CO,, 2,466 mg H,O. 
C,,H,,.0; Ber. C 173,36°, H 9,78°/, 
Gef. C 73,22 73,42 H 9,67 9,86 
73,19 73,20 9,71 9,63 
Titration: 10,785 mg Substanz verbrauchten 0,487 cem 0,0461 n-Lauge. 
Svea! 474 
Aquivalentgewicht: C,.H,,0; — Ber. 474 Gef. 480 


Beim Kochen des Sapogenins mit Eisessig und konzen- 
trierter Salzsiure erhilt man nicht, wie beim Albsapogenin, 
ein krystallisiertes Umwandlungsprodukt. 

Mit konzentrierter Schwefelsiure entwickelt das Quillaja- 
Sapogenin ebenso wie das Albsapogenin Kohlenoxyd, und zwar 
lieferten 0,556 g Sapogenin 16,2 com Kohlenoxyd (15°, 742 mm). 


Sapogeninmethylester. 
Der Sapogeninmethylester wurde erhalten, als 0,5 g in 
Ather suspendiertes Endsapogenin mit einer itherischen Di- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX. 20 
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azomethanlisung versetzt wurden. Der Atherriickstand wurde 
aus verdiinntem Methylalkohol umkrystallisiert und so in 
schénen Nadeln vom Schmelzp. 225° erhalten. 


2,868 mg Substanz gaben 7,739 mg CO,, 2,530 mg H,0O. 





2,886 mg 1“ » 7,801 mg CO,, 2,535 mg H,O. 
3,163 mg . » 8073 mg CO,, 2,778 mg H,O. 
3,294 mg i‘ » 1,641 mg AgJ. 
C.H.0, Ber. © %8,11*), H 9,91, OCH, 6,35 °/, 
Gef. C 73,62 73,76 H 9,87 9,83 OCH, 6,59 
73,98 9,83 _ 


Molekulargewichtsbestimmung: 0,425mg Substanz in 4,285 mg 
Campher erniedrigten den Schmelzpunkt um 7,5°. 
C3)H,,0;M Ber. 488 Gef. 509. 


Zerewitinoffbestimmung: 0,0700 g Substanz gaben 17,5 ecm 
Methan (21,5°, 767 mm). 
2(OH) in C,,H,,0; Ber. 6,96°/, Gef. 7,57°/, 
Sapogeninoxim: In eine Lésung von 1 g Sapogenin in 
Methylalkohol gibt man 1 g Hydroxylaminhydrochlorid und 
1,2 g wasserfreies Natriumacetat; dieses Gemisch wird eine 
Stunde unter RickfluB gekocht, das abgeschiedene Kochsalz 
abfiltriert, das Filtrat eingeengt und der Krystallisation iiber- 
lassen. Das aus Methylalkohol umkrystallisierte Oxim bildet 
Nadeln vom Schmelzp. 282°. 
9,287 mg Substanz gaben 0,229 cem N (754 mm, 22°). 
C,,H,,0;N Ber. N 2,86%/, Gef. N 2,83°/, 
Das Semicarbazon des Sapogenins krystallisiert in 
feinen Nadeln vom Schmelzp. 288°. 
Das Oxim des Sapogeninmethylesters krystallisiert 
in rosettenférmig angeordneten Nadeln vom Schmelzp. 238°. 





Diacetylsapogenin. 


1 g Sapogenin wird in 6 ccm Pyridin und 1,5g Essigsiure- 
anhydrid gelést und die Lésung 12 Stunden stehen gelassen. 
Hiernach versetzt man die Lisung mit viel Wasser, saugt nach 
einigen Stunden den abgeschiedenen Niederschlag ab, wascht 
ihn aus und krystallisiert ihn aus Hisessig um. Man erhilt 
so schéne Nadeln, die bei 250° schmelzen und bei der Analyse 
Werte geben, die auf ein Diacetylderivat stimmen. 
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2,981 mg Substanz gaben 7,731 mg CO,, 2,392 mg H,O. 
2.954 mg ui » 71,688 mg CO,, 2,429 mg H,O. 
C,3H;,9, Ber. C 170,92, H 9,039, 

Gef. C 70,75 71,01 H 8,98 9,20 


Titration: 9,543 mg Substanz verbrauchten 0,401 ccm 0,0435 n-Lauge. 


6,262 mg * “ 0,263 cem 0,0435 n-Lauge. 
ee ; CisHs,0; Fe ” — 
Aquivalentgewicht: —— Ber. 558 Gef. 547 548 


Oxydation mit Salpetersaure. 

2 g Sapogenin werden in 10 ccm KElsessig gelést; die 
Lésung wird tropfenweise mit 10 ccm Salpetersiiure 1,48 ver- 
setzt und 5 Stunden auf dem siedenden Wasserbade erwirmt. 
Auf vorsichtigen Zusatz von Wasser scheiden sich Krystalle 
ab, die aus EKisessig umkrystallisiert werden; sie sind schwach 
gelb gefarbt und schmelzen nach vorherigem Sintern bei 240° 
unter Zersetzung. 


2,830 mg Substanz gaben 5,787 mg CO,, 1,630 mg HO. 
2,824 mg - » 9,751 mg CO,, 1,695 mg H,O. 
4,634 mg - » 0,317 cem N (740 mm, 18°). 


C,5H3;N;0,, Ber. © 55,83°/,  H 6,57°/, = -N 7,82°/, 


Gef. C 55,80 H 6,45 N 7,81 
55,56 6,72 aaa 


20,30 mg Substanz verbrauchten 1,62 cem 0,0476 n-Lauge. 


ee 7 “ 537 . aa Bs 
Aquivalentgewicht: -5- (C,;H,;N,0,, Ber. 269 Gef. 263 


os 


Der in der iiblichen Weise mittels Diazomethan bereitete 
Dimethylester schmilzt bei 197° unter Zersetzung. 


2,930 mg Substanz gaben 6,139 mg CQ,, 1,811 mg H,0O. 


2,742 mg ” » 9,794 mg CO,, 1,677 mg H,O. 
3,578 mg m » 0,233 eem N (738,5 mm, 15°), 
3,940 mg ‘ »  1,52mg AgJ (Zeisel-Bestimmung). 
C.;HsN,0,, Ber. C 57,82°%/, H 6,95°%, N 7,43 OCH, 5,48, 
Gef. 57,16 57,65 6,91 6,84 1,50 5,1 
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Insulin und Co-Zymase.’) II. 


Von 


Artturi I. Virtanen. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., Helsinki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1926.) 


Hr. Karl Freudenberg hat mir freundlich das Manuskript von 
seiner mit Herrn Wilhelm Dirscher] ausgefiihrten Arbeit: Insulin 
und Co-Zymase iibersandt, wodurch ich die Gelegenheit hatte, mich mit 
dieser Arbeit schon vor ihrem Erscheinen vertraut zu machen. Die Mit- 
teilung von K. Freudenberg und W. Dirscherl fordert einige wich- 
tige Einwiirfe von meiner Seite. 

Nachdem ich bewiesen hatte, daB die bakterielle Milchsiuregirung 
mit der Phosphorylierung des Zuckers eingeleitet wird und da fiir diese 
Phosphorylierung ein Co-Enzym, die sog. Co-Zymase, unentbehrlich war, 
habe ich im Herbst und Winter 1924—1925 die Frage gepriift, ob das 
Insulin die Co-Zymase bei der Milchsiiuregiirung ersetzen kann. In der 
Tat konnte ich mit Wellcome-Insulin, das ich damals bei meinen 
Arbeiten anwendete, eine starke Aktivierung der co-zymasefreien Milch- 
siiurebakterien erzielen. Weil das Insulin in reinem Zustand unbekannt 
war und die Insulinpriiparate sicher auch andere Stoffe enthielten, war 
es moglich, daB die mit Welleome-Insulin erzielte Phosphatese-Akti- 
vierung auf etwaige Verunreinigungen des Priiparates mit Co-Zymase 
zuriickzufiihren war. Ich habe diese Moglichkeit sehon damals erortert. 
Weil aber das angewandte Insulin die Hefe, mit welcher man den Co- 
Zymasegehalt des pflanzlichen und tierischen Materials in der Regel be- 
stimmt, gar nicht aktivierte, in Ubereinstimmung mit dem fritheren Be- 
funde von Euler und Myrbick’), war es nicht anzunehmen, daB dem 
Welleome-Insulin Co-Zymase beigemengt war. 


1) Friihere Mitteilungen: Chem. Ber. Bd. 58, $. 696 (1925); Bd. 58, 
S. 2441 (1925): Bd. 59, S. 45 (1926); Biochem. Zs. Bd. 171, S. 76 (1926). 
*) Chemie d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, 8S. 57 (1925). 
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Das verschiedene, ganz unerklirte Verhalten des Insulins bei der 
Alkohol- und Milchsiiuregirung wird von Freudenberg und Dirscher] 
in keiner Weise erklirt. Sie nehmen an, ,,daB diese auffillige Ver- 
schiedenheit auf sekundire Ursachen zuriickgefiihrt werden mu8. Viel- 
leicht ist das den Handelsinsulinen zugesetzte Desinfiziens — daran 
schuld.“ Ich habe diese Méglichkeit schon bei meinen ersten Arbeiten 
in Betracht gezogen und darum gepriift, ob die Girung der co-zymase- 
haltigen Hefe durch das von mir angewandte Wellcome-Insulin ge- 
schwiicht oder verhindert wird. Es zeigte sich aber, dab der Insulin- 
zusatz, mindestens in den von mir angewendeten Mengen, in keiner 
Weise die Girung beeinflubt. Ich fiihre hier eine im Februar 1925 
ausgefiihrte Bestimmung an. 


20 cem 2,5°/, Phosphatlésung von py, = 6,4, darin 1g Glykose 
und 2 g Trockenhefe (untergiirige Hefe). 


eem CO, nach 30 60 90 120 180 255 Min. 
ohne Zusatz 1,0 4,1 11,1 20,0 41,6 61,7 
1 cem Insulin 3,0 6,6 13,5 22,6 42.6 ‘7 


Der wichtige Umstand, dab das angewandte Wellcome- Insulin 
die Milchsiiuregiirung aktivierte, die alkoholische Girung dagegen nicht, 
liBt sich also auch jetzt gar nicht erkliren. 

Ein anderer Weg, die Frage, ob dem Weilcome- Insulin Co-Zymase 
beigemengt war, zu untersuchen, ist, mehrere Insulinpriparate bei den 
Versuchen anzuwenden. Obwohl es schon vornherein nicht méglich 
schien, auf diesem Wege definitiv die Frage zu entscheiden, habe ich 
schon friiher eine Arbeit in dieser Richtung geplant, wie ich in einem 
Briefe Anfang Mirz 1926 Herrn K. Freudenberg, der von mir das 
B. casei s bekommen hatte und sich niher tiber meine Versuchs- 
bedingungen erkundigte, weil er zu Ubungszwecken meinen Versuch 
nacharbeiten lassen wollte, mitgeteilt habe. Die Arbeit von Freuden- 
berg und Dirscherl behandelt jetzt dasselbe Thema. 

K. Freudenberg und W. Dirscherl haben bei Anwendung 
mehrerer Insulinsorten in vielen Versuchen keine Aktivierung der co- 
zymasefreien Milchsiurebakterien, in einigen eine schwache oder merk- 
liche Aktivierung gefunden, Sie schlieBen daraus, da8 die von ihnen 
beobachteten Wirkungen, sowie die von mir festgestellte starke Akti- 
vierung der co-zymasefreien Bakterien auf eine wechselnde Verunreini- 
gung der betreffenden Insulinprobe mit Co-Zymase zuriickzufiihren sind- 
Das um co mehr, als sie mit dem Rohinsulin eine diuferst starke Akti- 
vierung co-zymasefreier Milchsdurebakterien erzielt haben. Weil die 
technische Insulinreinigung jetzt viel héher entwickelt ist als im Winter 
1924—1925, zu welcher Zeit ich meine Versuche ausgefiihrt habe, glauben 
sie offenbar, daB die von mir angewandten Insulinpriparate stark mit 
Co-Zymase beigemengt waren. 
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Die SchluBfolgerungen von K. Freudenberg und W. Dirscher!l 
sind beachtenswert. Betrachtet man aber ihre Versuche genauer, so 
findet man, daB diese Versuche ihre Auffassung nicht beweisen. 
K. Freudenberg und W. Dirscher] haben selbst gefunden, wie auch 
ich manchmal konstatiert habe, daB die Milchsiuregirung durch weiteren 
Zusatz von Co-Zymase gesteigert wird. Nimmt man jetzt an, wie die 
genannten Autoren das machen, dab die Aktivierung der extrahierten 
Michsiurebakterien auf die dem Insulin beigemengte Co-Zymase zuriick- 
zufiihren ist, so ist es eine unbedingte Notwendigkeit, daB eine gréBere 
Insulinmenge stirkere Aktivierung als eine kleinere hervorruft. Die Ver- 
suche von K. Freudenberg und W. Dirscherl zeigen jedoch, daB in 
den Versuchen, wo sie eine bedeutend und sichere Co-Zymasewirkung 
des Insulins erzielt haben, eine kleinere Insulinmenge mindestens gleich 
gut wie die gréBeren eingewirkt hat. In der Tabelle 3 Nr. 1 sind 
Resultate aus einer Versuchsserie mit Insulin ,,Merck® zu_ finden. 
Die prozentischen Zuckerabnahmen bei diesen Versuchen habe ich 
nach den Zahlen der Tabelle berechnet und sind sie aus folgender 
Tabelle zu finden: 





Angewandte Abfall des Zuckers in °/, nach 
Insulinmenge 0 Std. 20 Std. 60 Std. 
3 Einh. 0 12,0 17,3 
C x 0 11,9 9,1 
9, 0 12,4 10,9 











Die Zuckerabnahme bei dem Versuche, wo 3 Ejinheiten Insulin in 
Anwendung kamen, ist ziemlich stark. Das um so mehr, wenn man in Be- 
tracht zieht, daB nach der Versuchsmethodik von Freudenberg und 
Dirsecherl auch mit gréberen Co-Zymasemengen keine stirkere Wirkung 
zu erzielen ist (s. unten). Durch zwei- und dreimal gré8ere Insulinmenge 
ist die Co-Zymasewirkung des Insulins schon schwicher gewesen. Aus 
den anderen Versuchen geht hervor, dai mit schr groBen Insulindosen 
tiberhaupt keine Co-Zymasewirkung zu erzielen ist. Worauf diese Eigen- 
tiimlichkeit beruht, haben Freudenberg und Dirscher! nicht erklirt. 
Da8 etwaige Hemmung vorliegt, ist midglich, doch widersprechen die 
Resultate in der Tabelle 1 dieser Annahme. Jedenfalls stehen die 
Versuchsresultate von Freudenberg und Dirscherl] nicht im 
Einklang mit der Annahme dieser Autoren, daB die Co-Zymasewirkung 
eines Insulinpriiparates auf die ihm beigemengte Co-Zymase zuriick- 


zufiihren ist. 

Was die Versuchsmethodik von Freudenberg und Dirscher! 
betrifft, so gibt sie Veranlassung zu schweren Bemerkungen. Die Au- 
toren sind zwar in vielen Punkten meiner Vorschrift gefolgt, z. B. bei 
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der Herstellung des 'Trockenpriiparats, haben jedoch an Stelle meiner 
Makrogirversuche Mikroversuche angeordnet, offenbar darum, weil 
das Herstellen der Trockenpriiparate in gréBeren Mengen Schwierig- 
keiten bietet. Die Bakterienmenge in den Versuchen von Freuden- 
berg und Dirscherl ist 60—100 mg gewesen, ich habe bei jedem Ver- 
such 2—5 g, also 20—80mal mehr 'l'rockenpriiparate angewandt. Wegen 
der kleinen Bakterienmenge wird die Bestimmungsmethode der Co-Zymase 
sehr unempfindlich und ungenau. Das geht aus der ‘lab. 2 in der Mit- 
teilung von Freudenberg und Dirscherl! deutlich hervor. Bei An; 
wendung von 100mg Bakterien ist das extrahierte Bakterienpriiparat 
durch Co-Zymaseextrakt, stammend von etwa 35mg Bakterien, gar nicht 
aktiviert worden (Zucker: anfangs 1,51, nach 22 Std. 1,54, nach 44 Std. 
1,52). Die Wirkung des Co-Zymaseextraktes aus etwa 135 mg Bakterien, 
also aus einer gréBeren Bakterienmenge als der in dem Versuche an- 
gewendeten, ist im Verhidltnis zu der urspriinglichen Aktivitét des Pri- 
parates noch ziemlich schwach gewesen (Zuckerabfall nach 22 Std. 13,5°/,). 
Durch Verdoppelung der Bakterienmenge wiichst die Empfindlichkeit 
der Methode schon bedeutend, wie Freudenberg und Dirscherl selbst 
gefunden haben. ‘Trotzdem haben sie jedoch bei ihren Insulinversuchen 
nur 100 g und weniger Bakterien angewandt. Daf sie in einigen Ver- 
suchen eine bedeutende Co-Zymasewirkung mit Insulinpriiparaten erzielt 
haben, zeigt, dab diese Priiparate kriaftig als Co-Zymase wirksam sind. 
Weil die Methode von Freudenberg und Dirscherl unempfindlich bei 
der Bestimmung der Co-Zymasewirkung ist, kann ich ihren Versuchen 
keine Beweiskraft zugeben. Es steht noch fest, was ich friiher ge- 
schrieben habe: ,,Warum das Insulin die Co-Zymase bei Milchs&ure- 
bakterien ersetzt, ist ein Problem, das noch nicht zu erkliren ist.“ Zwar 
ist es jetzt wie friiher nicht unmédglich, daB die.Co-Zymasewirkung der 
Insulinpriparate nicht auf das Insulin zuriickzufiihren ist, das wird aber 
durch die Arbeit von Freudenberg und Dirscherl in keiner Weise 
bewiesen. Ich werde die Frage bald ausfiihrlich behandeln. 

Eine andere Bemerkung gegen die Methode von Freudenberg 
und Dirscherl ist, daS sie nicht Phosphatbestimmungen ausgefiihrt 
haben. Die Co-Zymase, und nach meiner Ansicht auch das Insulin, 
sind Aktivatoren der Phosphatese. Die Giirung darf durch Co-Zymase 
nicht notwendig beschleunigt werden, wenn die Zymophosphatspaltung 
durch etwaige Hemmungskérper verhindert wird. Zwar habe ich ge- 
funden, was auch von Freudenberg und Dirscherl bestitigt wird, 
da8 die Protoplasmagifte, wie z. B. Toluol, die von Milchsiurebakterien 
hervorgerufene Milchsiuregiirung aicht hemmen. Wenn man aber Pri- 
parate von unbekannter Zusammensetzung, wie z. B. Insulin, der Gir- 
lésung zufiigt, sind die Phosphatbestimmungen der Sicherheit wegen am 
Platze. Das um so mehr, als die Zuckerbestimmungen in einigen Versuchen 
von Freudenberg und Dirscherl ziemlich variierende Werte gaben. 
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Die Resultate der Kaninchenversuche von Freudenberg und 
Dirscherl stehen in voller Ubereinstimmung mit den unserigen. Bei 
Anwendung kleiner Co-Zymasedosen wird einmal Erhéhung, andermal 
Senkung des Blutzuckes erzielt, die gréBeren Co-Zymasedosen verur- 
sachen dagegen stets eine, Erhéhung des Blutzuckers. Die Blutzucker- 
erhdhung ist in den Versuchen von Freudenberg und Dirscher|] 
einigemal noch stirker als in den Versuchen von mir und H. Kar- 
stré6m gewesen, z. B. bei Kaninchen 19 etwa 87°9/). 

. Durch eine jetzt abgeschlossene Arbeit, welche in nichster Zeit 
publiziert wird, sehe ich die Auffassung, da8B Insulin die Zymophos- 
phatbildung aktiviert, befestigt. 
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MINERVA 
Jahrbuch der gelehrten Welt 


Unter redaktioneller Leitung von Dr. FRITZ EPSTEIN 
herausgegeben von 
Dz. GERHARD LUDTKE 


28. Jahrgang. 1926 
Drei Bande. Oktav. In Leinen geb. Rm. 80.— 


Die Minerva steht als Verzeichnis der gesamten internationalen Organi- 
sation der Wissenschaft unerreicht da und kann, wie sich in den letzten 
Jahren erwiesen hat, nicht von heut auf morgen durch ein anderes 
Unternehmen ersetzt werden. »lrankfurter Zeitung.“ 


MINERVA-ZEITSCHRIFT 


Nachrichten fir die gelehrte Welt 


Erginzung zu: MINERVA 
Jahrbuch der gelehrten Welt 


I. Jabrgang. 1924/25 
Geh. Rm. 10.—, in Leinen geb. Rm. 12.50 


Il. Jahrgang. 1925/26 
Bis Ende September sind 4 Hefte erschienen 


Il. Jahrgang kompl. Rm. 12.— 


Die Minerva-Zeitschrift will die in dem Jahrbuch der gelehrten Welt 
Minerva jihrlich verdffentlichten:Angaben durch ausfihrlichere Berichte 
ergiinzen und erweitern. Ziele und Aufgaben wissenschaftlicher Lehr- 
anstalten und Institute aller Art werden behandelt, wertvolle Bestinde 
und Neuerwerbungen von Museen, Bibliotheken, Archiven eingehend 
beschrieben und die wissenschaftlichen Forschungen der gelehrten 
Gesellschaften gewiirdigt. Die Berichte werden in deutscher, eng- 
lischer, franzésischer, italienischer und spanischer Sprache veréffentlicht. 
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